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1. Forkortelser 
100WN  Nøytral fraksjon isolert fra R100W etter separasjon på DEAE 
    Sepharose® Fast Flow 
100WS1  Sur fraksjon isolert fra R100W etter separasjon på DEAE 
    Sepharose® Fast Flow 
100WS2  Sur fraksjon isolert fra R100W etter separasjon på DEAE 
    Sepharose® Fast Flow 
100WS2BG1  Fraksjon isolert fra polygalakturonase-behandlet 100WS2   
     etter separasjon på Bio-Gel P-30 
100WS2BG2 Fraksjon isolert fra polygalakturonase-behandlet 100WS2   
     etter separasjon på Bio-Gel P-30 
100WS3  Sur fraksjon isolert fra R100W etter separasjon på DEAE 
    Sepharose® Fast Flow 
100WS3BG1 Fraksjon isolert fra polygalakturonase-behandlet 100WS3    
     etter separasjon på Bio-Gel P-30 
50EN   Nøytral fraksjon isolert fra R50E etter separasjon på DEAE 
    Sepharose® Fast Flow 
50ES1  Sur fraksjon isolert fra R50E etter separasjon på DEAE 
    Sepharose® Fast Flow 
50ES2  Sur fraksjon isolert fra R50E etter separasjon på DEAE 
    Sepharose® Fast Flow 
50ES3  Sur fraksjon isolert fra R50E etter separasjon på DEAE 
    Sepharose® Fast Flow 
50WN   Nøytral fraksjon isolert fra R50W etter separasjon på DEAE 
    Sepharose® Fast Flow 
50WS1  Sur fraksjon isolert fra R50W etter separasjon på DEAE 
    Sepharose® Fast Flow 
50WS2  Sur fraksjon isolert fra R50W etter separasjon på DEAE 
    Sepharose® Fast Flow 
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50WS2BG1   Fraksjon isolert fra polygalakturonase-behandlet 50WS2      
     etter separasjon på Bio-Gel P-30 
50WS2BG2  Fraksjon isolert fra polygalakturonase-behandlet 50WS2 
     etter separasjon på Bio-Gel P-30 
50WS3   Sur fraksjon isolert fra R50W etter separasjon på DEAE 
    Sepharose® Fast Flow 
50WS3BG1   Fraksjon isolert fra polygalakturonase-behandlet 50WS3  
     etter separasjon på Bio-Gel P-30 
50WS3BG2   Fraksjon isolert fra polygalakturonase-behandlet 50WS3  
     etter separasjon på Bio-Gel P-30 
Ac   Acetylgruppe 
AG-I   Arabinogalaktan type I 
AG-II   Arabinogalaktan type II 
APC   Antigenpresenterende celler 
Ara   Arabinose 
Araf   Arabinofuranose 
C1-6   Karbonnummer 1-6 i et monosakkarid 
Da   Dalton 
FID   Flammeionisasjonsdetektor   
FPLC   Fast Protein Liquid Chromatography 
Fuc   Fucose 
Gal   Galaktose 
GalA   Galakturonsyre 
GC   Gasskromatografi 
Glc   Glukose 
GlcA   Glukuronsyre 
h   Høyde 
ICH50   Konsentrasjon som gir 50% hemming av hemolyse 
i.d   Indre diameter 
LPS   Lipopolysakkarid 
Man   Mannose 
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Me   Metylgruppe 
MS   Massespektrometri 
MW   Molekylvekt 
MWCO  Molecular Weight Cut-Off 
n.d.   not detected 
OH   Hydroksylgruppe 
PMII   Plantago major L. fraksjon 2 
R100W   Fraksjon fra 100°C vannekstraksjon 
R50E   Fraksjon fra 50% etanolekstraksjon 
R50W   Fraksjon fra 50°C vannekstraksjon 
RG-I   Rhamnogalaktan I 
RG-II   Rhamnogalaktan II 
Rha   Rhamnose 
rpm   Rotasjoner per minutt 
T   Terminal 
UV   Ultraviolett    
Xyl   Xylose 
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2. Sammendrag 
Sutherlandia frutescens har tradisjonelt vært brukt mot en rekke sykdommer/plager i 
det sørlige Afrika. Positive effekter av planten på kreft- og HIV/AIDS-pasienter har 
blitt rapportert, på bakgrunn av dette er det av interesse å undersøke plantens 
innholdsstoffer og deres immunmodulerende aktivitet. 
 
Utgangsmaterialet i denne oppgaven var pulveriserte blader fra Sutherlandia 
frutescens tidligere ekstrahert med diklormetan og metanol (utført av Yen Nguyen 
vår 2008). Det ble utført ekstraksjoner med 50% etanol, 50°C vann og 100°C vann 
for å isolere polysakkaridene i plantematerialet. Polysakkaridene ble separert etter 
surhetsgrad ved ionebytterkromatografi med DEAE Sepharose® Fast Flow, hvert av 
råekstraktene gav dermed opphav til en nøytral og tre sure fraksjoner. 
 
Monosakkaridsammensetning ble bestemt ved metanolyse, TMS-derivatisering og 
GC-analyse. Ara og Gal er hovedkomponentene i 50EN og 50ES1, noe som indikerer 
på arabinogalaktaner. 50WN og 100WN har et høyt innhold av Glc, Man og Ara. 
100WS1 består hovedsakelig av Xyl-enheter. De andre fraksjonene; 50ES2, 50ES3, 
50WS2, 50WS3, 100WS2 og 100WS3 har høye andeler av GalA og en del Rha, Gal 
og Ara, disse er de vanligste monosakkaridene i pektiner. 
 
Felling med Yariv-reagenset påviste AG-II-strukturer i 50ES1-3 og 100WS1-3. 
 
Komplementfikseringstesten ble utført på fraksjonene. Ingen av etanolfraksjonene 
viste særlig aktivitet, mens samtlige vannfraksjoner ble vurdert til å ha en effekt. Av 
den grunn ble det bestemt å fokusere arbeidet videre på vannfraksjonene. 
 
Alle vannfraksjoner viste aktivitet i testen for B-celleproliferasjon og i testen for 
modning av dendritiske celler, imidlertid var det relativt lav økning i proliferasjon av 
B-celler stimulert med 100WS1. R50W, R100W og alle sure vannfraksjoner viste 
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god makrofagaktiveringsevne, de nøytrale vannfraksjonene gav dårlig respons i 
denne testen. 
 
Bindingsforhold ble analysert etter karboksylsyrereduksjon, metylering, hydrolyse, 
reduksjon, acetylering og GC-MS-analyse. 100WN er trolig et glukomannan med en 
hovedkjede bestående av 1,4-Glc og 1,4-Man. Bindingstype for mannose ble ikke 
funnet for 50WN, men antakeligvis er også dette polysakkaridet et glukomannan. 
100WS1 ser ut til å ha en hovedkjede der Xyl-enhetene er 1,4-bundet, med 
forgreningspunkter ved C-2. Fraksjonene 50WS2-3 og 100WS2-3 inneholder 
bindingstyper som tyder på homogalakturonan, RG-I, RG-II og arabinogalaktan, men 
i forskjellig mengdeforhold. Typiske bindinger for AG-II ble funnet i 50WS2, i 
tillegg til 100WS-fraksjonene. 
 
50WS2-3 og 100WS2-3 ble behandlet med polygalakturonase, og etter 
enzymbehandlingen ble fraksjonene separert etter molekylstørrelse på 
gelfiltreringskolonnen Bio-Gel P-30. Fra 100WS3 ble det samlet en fraksjon som 
inneholdt det forgrenede området, hver av de andre fraksjonene gav opphav til to nye 
fraksjoner, en med forgrenede områder og en med avspaltede GalA-forbindelser. 
Fraksjonene med GalA-forbindelser ble ikke undersøkt videre. 
 
Enzymdegraderte fraksjoner som inneholdt de forgrenede områdene ble testet for 
komplementfikserende evne, resultatet viste redusert aktivitet i forhold til de native 
polysakkaridene. 
 
Molekylvektsdistribusjonen til 50WS2-3, 100WS1-3, 50WS2BG1, 50WS3BG1, 
100WS2BG1 og 100WS3BG1 ble undersøkt ved hjelp av en Superose 6 kolonne 
koblet til et FPLC-system. Fraksjonene viste seg å være polydisperse blandinger og 
molekylvektene spredte seg fra 12 kDa til over 2000 kDa. 
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Sutherlandia frutescens 
Residuum 
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Enzymdegradering 
Gelfiltrering, Bio-Gel P-30 
 
Figur 2.1: Oversikt over fraksjonering av ekstraktene. 
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3. Innledning 
3.1 Sutherlandia frutescens 
3.1.1 Taksonomi 
(Integrated Taxonomic Information System) 
Rike:   Plantae 
Divisjon:   Magnoliophyta 
Klasse:   Magnoliopsida 
Underklasse:  Rosidae 
Orden:   Fabales 
Familie:   Fabaceae 
Slekt:    Sutherlandia R. Br. 
Art:    Sutherlandia frutescens (L.) R. Br.  
    (synonym: Lessertia frutescens (L.)) 
 
Slektene Sutherlandia R. Br. og Lessertia DC. ligner hverandre og er trolig beslektet, 
av den grunn har det blitt foreslått av Goldblatt & Manning (2000) at Sutherlandia-
artene skal overføres til slekten Lessertia DC., med Lessertia frutescens som det nye 
navnet for Sutherlandia frutescens. Men siden det ikke foreligger noen morfologiske 
eller genetiske studier ennå til å bevise at Sutherlandia virkelig hører under Lessertia, 
blir begge navnene brukt for denne planten (van Wyk & Albrecht 2008). 
 
3.1.2 Botanikk 
Sutherlandia frutescens er en busk som kan bli opptil 2,5 meter høy. Bladene er 
finnet, med avlange småblader som kan være glatte eller håret. Røde blomster blir 
båret om våren til midtsommer (september til desember). Planten er naturlig 
forekommende i det sørlige Afrika (hovedsakelig i Sør-Afrika, Namibia, og 
Botswana), og er en av seks Sutherlandia-arter som hittil er anerkjent. Sutherlandia-
artene er vanskelige å skille fordi karaktertrekkene ofte går over i hverandre, og noen 
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botanikere betrakter dem som underarter/varianter av en art (SA HealthInfo; South 
African National Biodiversity Institute; van Wyk & Albrecht 2008). 
 
Figur 3.1: Sutherlandia frutescens (Wikipedia a) 
 
3.1.3 Folkemedisinsk bruk 
Sutherlandia har lenge vært brukt som tradisjonell medisin i det sørlige Afrika. 
Bruksområdet omfatter et bredt spekter av sykdommer/plager, deriblant kreft (derav 
 15 
folkenavnet kankerbos/cancer bush), gastrointestinale plager som magesår og 
fordøyelsesproblemer, diabetes, influensa, feber, hoste, urinveisinfeksjoner, 
ryggsmerter, diverse inflammasjonstilstander, stress, angst og depresjon. Planten blir 
også applisert utvendig for å vaske åpne sår og behandle øyeinfeksjoner. I den senere 
tid har sørafrikanske leger og helsemedarbeidere rapportert tilfeller der denne planten 
har utøvet positive effekter på HIV/AIDS-pasienter, redusert vekttap og økt energi og 
appetitt er observert (Brown et al. 2008; van Wyk & Albrecht 2008). 
 
Tradisjonelt er det ekstrakter av bladene som benyttes medisinsk, men å inkludere 
stilken er heller ikke uvanlig. Planten har også blitt kommersielt tilgjengelig i 
tablettform som naturpreparat (Chadwick et al. 2007). 
 
3.1.4 Tidligere forskning 
Aktive innholdsstoffer 
(Ojewole 2008; van Wyk 2008; van Wyk & Albrecht 2008) 
Biologisk aktive substanser som hittil er detektert i Sutherlandia er: 
• L-canavanine, en non-protein aminosyre som er vanlig å finne hos planter 
fra familien Fabaceae. L-canavanine har dokumentert antitumor effekt og 
antiviral aktivitet mot blant annet influensa virus og retrovirus (inkludert 
HIV). 
• GABA (γ-aminobutyric acid), en inhibitorisk neurotransmitter som har vist 
avstressende egenskaper, muligens kan det forklare den forbedrede 
stemning og velvære observert hos mange pasienter. Nyere studier har også 
rapportert antitumor og antimutagene effekter av dette stoffet. 
• Pinitol, et sukker som er funnet å ha antidiabetes effekt. 
• L-arginine, en antagonist av L-canavanine som kan hemme stoffets anti-
proliferative aktivitet. 
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Mye gjenstår for å isolere og karakterisere innholdsstoffer i Sutherlandia, forskning 
på de komplekse blandingene av saponiner og flavonoider i denne planten er et 
pågående arbeid (van Wyk 2008). 
Farmakologiske egenskaper 
Etanolekstrakter av Sutherlandia har vist konsentrasjonsavhengig anti-proliferativ 
effekt i flere humane kreftcellelinjer (brystkreftceller og leukemiceller) (Stander et al. 
2007; Tai et al. 2004). Chinkwo (2005) demonstrerte at et vannekstrakt av hele 
planten induserte apoptose i neoplastiske celler og i CHO-celler (Chinese Hamster 
Ovary Cells). Derimot ble det ikke observert signifikant cytotoksisk effekt da 
Steenkamp & Gouws (2006) testet et vannekstrakt på tre kreftcellelinjer. 
Diklormetanekstrakt av Sutherlandia har vist antimutagen aktivitet i Ames-testen 
(Reid et al. 2006). 
 
Harnett et al. (2005) testet organiske ekstrakter og vannekstrakter av Sutherlandia på 
HIV målenzymer, resultatet var at vannekstraktet viste hemmede effekt på HIV 
revers transkriptase. 
 
Pre-diabetiske rotter som ble behandlet med Sutherlandia fikk en statistisk signifikant 
økning av glukoseopptak i perifere vev, samtidig som redusert intestinal 
glukoseopptak var observert (Chadwick et al. 2007). 
 
Metanolekstrakt av Sutherlandia har virket hemmede på COX-2 både in vitro og in 
vivo, dette støtter teorien om en potensiell anti-inflammatorisk effekt (Kundu et al. 
2005; Na et al. 2004). Antioksidanter har også blitt lenket til anti-inflammatoriske 
aktiviteter, og flere studier har vist at Sutherlandia-ekstrakter har antioksiderende 
egenskaper (van Wyk & Albrecht 2008). 
 
Katerere & Eloff (2005) rapporterte antibakteriell aktivitet av hexanekstrakt mot S. 
aureus, E. faecalis og E.coli. 
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Studier av ulike samlinger av Sutherlandia frutescens indikerer at forskjellige 
plantepopulasjoner av denne arten kan variere mye biokjemisk, og dermed også føre 
til variasjoner i bioaktivitet (Chinkwo 2005; SA HealthInfo). 
Toksikologi 
Sutherlandia blir betraktet som generelt ufarlig på bakgrunn av lang tradisjonell bruk 
uten at seriøse bivirkninger er rapportert. I en toksikologisk screening ble doser opptil 
9 ganger større enn den anbefalte doseringen på 9 mg/kg/dag administrert i primater i 
en 3 månedsperiode. Ingen klinisk signifikante toksiske effekter ble funnet ved 
evaluering av flere hematologiske, biokjemiske og fysiologiske parametere (van Wyk 
& Albrecht 2008). En klinisk studie ble utført med 25 friske voksne som fikk 800 mg 
kapsler (av bladpulver) per dag i 3 måneder. Preparatet var godt tolerert, ingen 
bivirkninger ble rapportert og det ble heller ikke funnet noen klinisk signifikante 
forskjeller mellom behandlet gruppe og placebo-gruppe da hematologiske, 
biokjemiske og fysiologiske parametere ble målt (Johnson et al. 2007). 
 
3.2 Polysakkarider 
3.2.1 Generelt 
Karbohydrater er de aller vanligste biomolekylene på jorden. De har flere roller i 
levende organismer, blant annet som en energikilde og som strukturelementer (i 
celleveggene til bakterier, planter og trær, og i bindevev hos dyr). En enkelt 
karbohydratenhet kalles et monosakkarid, som kan være et polyhydroksy-aldehyd 
eller -keton. Monosakkarider kan bindes til hverandre via glykosidbindinger, 
karbohydratkjeder bestående av 3-10 monosakkaridenheter kalles oligosakkarider, og 
kjeder med mer enn 10 monosakkarider kalles polysakkarider. Strukturen i 
polysakkarider kan variere med hensyn på monosakkaridsammensetning, 
glykosidbindingstyper og polymeriseringsgrad, dette åpner for enorme 
variasjonsmuligheter i denne stoffgruppen og tildeler dem ulike egenskaper og 
funksjoner (Izydorczyk 2005). Ulike farmakologiske egenskaper, for eksempel 
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immunstimulerende aktivitet, hypoglykemisk aktivitet og kolesterolsenkende effekt, 
har vært vist for mange polysakkarider (Yamada & Kiyohara 2007). 
 
Celleveggen i planter er bygd av komplekse polysakkaridblandinger, og det har vist 
seg å være en potensiell kilde for biologisk aktive polysakkarider. I tillegg til 
cellulose (lineære kjeder av β-D -(1→4) -Glc), består plantecelleveggen hovedsakelig 
av hemicellulose og pektiner (Ebringerová & Heinze 2000; Taiz & Zeiger 2002). 
 
3.2.2 Hemicellulose 
Hemicelluloser er en heterogen gruppe av polysakkarider som kan ekstraheres fra 
celleveggen med alkaliske løsninger. Viktige polysakkarider i denne gruppen er 
xylaner, xyloglukaner og glukomannaner. Xylaner har en hovedkjede bestående av β-
(1→4)-Xyl, undertyper av xylan kan være substituert ved C-2 og C-3 av henholdsvis 
Me-GlcA og Ara. Xyloglukan har et skjelett bygd opp av β-(1→4)- Glc, sidekjeder 
med xylose og galaktose, og ofte også terminal fucose, sitter på C-6 (Ebringerová et 
al. 2005; Taiz & Zeiger 2002). Hovedkjeden i glukomannan består av segmenter av 
β-(1→4)-bundne Glc- og Man-enheter (Katsuraya et al. 2003). 
 
3.2.3 Pektin 
Pektin er generelt karakterisert av en hovedkjede der to sure polymerer, 
homogalakturonan og rhamnogalakturonan I, kan inngå. Nøytrale polymerer som 
arabinan, galaktan og arabinogalaktan kan sitte som sidekjeder på rhamnogalaktan I 
(Voragen et al. 2000). 
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Figur 3.2: Foreslått skjematisk fremstilling av pektin (Pérez et al. 2003). 
Homogalakturonan 
Homogalakturonan er lineære områder i hovedkjeden som består av α-(1→4)-GalA. 
Karboksylsyregruppen i GalA-enhetene kan være metylesterifisert til varierende grad. 
Substitusjon med acetylgrupper på C-2 og C-3 har forekommet (i sukkerbete og 
pære), selv om det er litt mer uvanlig å finne. Sekvenser av α-(1→4)-GalA substituert 
med enkelt Xyl-enheter på C-3 har også vært isolert, disse kalles xylogalakturonan 
(Schols & Voragen 2002; Voragen et al. 2000). 
Rhamnogalakturonan I (RG-I) 
Homogalakturonan er avbrutt med segmenter av RG-I, som består av alternerende α-
(1→4)-GalA og α-(1→2)-Rha. 20-80% av disse Rha-enhetene pleier å være forgrenet 
med sidekjeder, hovedsakelig ved C-4, men også ved C-3. Lengden på sidekjedene 
kan variere fra et enkelt monosakkarid til kjeder med 50 eller flere residuer, galaktose 
og arabinose er de vanligste bestanddelene. RG-I blir kalt det hårete området på 
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grunn av forgreningene, mens homogalakturonan er det glatte området (Paulsen & 
Barsett 2005; Schols & Voragen 2002). 
Rhamnogalakturonan II (RG-II) 
RG-II er en relativt liten komponent i pektinpolysakkarider. Hovedkjeden består av 9-
10 GalA-enheter som er α-(1→4)-bundet, noe gjør at navnet RG-II, som ble gitt før 
strukturen var oppklart, er litt upassende. Fire sidekjeder er bundet til hovedkjeden 
via C-2 eller C-3 på fire GalA-enheter, disse sidekjedene inneholder noen sjeldne 
sukkerarter, blant annet 2-O-metylfucose, apiose, KDO og DHA. Dette er et veldig 
konservert strukturelement, frem til 2003 har den samme strukturen blitt funnet i 29 
forskjellige planter (Paulsen & Barsett 2005). 
 
 
Figur 3.3: Skjematisk fremstilling av RGII (Rodríguez-Carvajal et al. 2003) 
Arabinan 
Arabinaner er bygd opp av α-L-(1→5)-Araf, avhengig av kildematerialet kan de være 
lineære eller forgrenet ved C-3 og mindre frekvent ved C-2. Sidekjedene består 
hovedsakelig av en til tre Ara-enheter. Det er usikkert om arabinaner finnes fritt i 
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naturen, vanligvis er de bundet til galaktaner i pektinske komplekser. Rene arabinaner 
har vært isolert, men det kan være at ekstraksjonsprosessen førte til spaltning av 
arabinan fra resten av pektinpolymeren ved syrehydrolyse eller enzymatisk aktivitet 
(Paulsen & Barsett 2005; Schols & Voragen 2002). 
Arabinogalaktan type I og type II(AG-I og AG-II) 
AG-I er ganske vanlig å finne i forskjellige plantevev, og har en hovedkjede av β-
(1→4)-Gal, substituert ved C-3 med kjeder av arabinaner. AG-I eksisterer 
hovedsakelig som et strukturelement bundet til RG-I i pektiner. AG-II er høyt 
forgrenede kjeder med et skjelett av Gal-enheter som er β-(1→3)- eller β-(1→6)-
bundet. Ara-enheter eller lengre α-(1→3)-Ara-kjeder kan sitte på C-6 i (1→3)-
galaktansekvensene. AG-II er ofte bundet til RG-I, men kan også være assosiert med 
proteiner (arabinogalaktan-proteiner). De to typene av arabinogalaktaner kan lett 
skilles ved hjelp av Yariv-reagenset. Bare AG-II-strukturen kan danne et rødt 
presipitat i reaksjon med Yariv-reagens, og denne metoden er ofte brukt for å påvise 
tilstedeværelsen av AG-II i bioaktive polymerer (Paulsen & Barsett 2005; Schols & 
Voragen 2002). 
Strukturtrekk knyttet til biologisk aktive polysakkarider 
Farmakologisk aktivitet har vært demonstrert i et stort utvalg av polysakkarider som 
kan være helt forskjellige med hensyn på kjemisk sammensetning og fysikalske 
egenskaper, alt fra homopolymerer til svært komplekse heteropolymerer (Lin 2005). 
Paulsen & Barsett (2005) har utarbeidet en oversikt over strukturelementer som er 
tilstede i biologisk aktive pektiner fra 20 planter. Flertallet av disse bioaktive 
polymerene inneholder RG-I, ofte med AG-II som sidekjeder, men AG-I i 
sidekjedene forekommer også. Noen få består av rene arabinogalaktaner, og rene RG-
II-polysakkarider fra Panax ginseng har blant annet vist seg å kunne påvirke 
makrofag-aktivitet. Homogalakturonan-området er påvist å ha en nedregulerende 
effekt på den komplementmodulerende aktiviteten til visse plantepolysakkarider, 
deriblant pektiner fra Angelica acutiloba og Plantago major. 
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3.3 Aspekter ved immunsystemet 
Forskjellige polysakkarider isolert fra sopp og planter har demonstrert 
immunmodulerende og antitumor aktivitet, mekanismen bak disse effektene kan blant 
annet involvere funksjoner relatert til forsterket fagocytose, lymfocytt-proliferasjon, 
aktivering av makrofager, T-celler og komplementsystemet, og økt sekresjon av 
antistoff og cytokiner (Lee et al. 2004; Yamada & Kiyohara 2007). 
 
3.3.1 Komplementsystemet 
(Merck; Yamada & Kiyohara 2007) 
Komplementsystemet er en enzymkaskade som hjelper kroppen med å bekjempe 
infeksjoner. Systemet refererer til en gruppe proteiner som normalt sirkulerer i blodet 
i inaktiv form. Aktivering av kaskaden kan skje på tre forskjellige måter: 
1. Klassisk aktiveringsvei: Kaskaden begynner med at komplement komponent 1 
(C1) interagerer med antigen-bundet IgM eller antigen-bundet IgG. 
2. Alternativ aktiveringsvei: Visse komponenter på den mikrobielle 
celleoverflaten (for eksempel lipopolysakkarid) kan direkte virke inn på C3. 
3. Lektin aktiveringsvei: Aktivering skjer ved at serumproteinet MBL (mannan-
binding lectin) bindes til mannose- eller fruktose-strukturer som finnes på 
overflaten til mange patogener. 
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Figur 3.4: Komplementsystemet (Merck) 
 
Aktiveringen fører til generering av biologisk aktive komplementfragmenter nedover 
i kaskaden (Madigan et al. 2003; Merck): 
• C5b, C6, C7, C8 og C9 kan danne et "Membrane Attack Complex" (MAC) 
på patogenoverflaten, komplekset kan lage hull i cellemembranen og 
dermed føre til lyse. 
• C3b kan bindes til patogenet og virke som et opsonin, noe som øker 
sannsynligheten for fagocytose av patogenet. 
• C3d kan øke antistoffproduksjonen hos B-celler. 
• C3a, C4a og C5a er anafylatoksiner; de aktiverer degranulering av 
mastceller, noe som fremkaller inflammatoriske responser. C5a har i tillegg 
kjemotaktisk effekt på leukocytter.  
 
Komplementaktivering vil forsterke immunresponser, mens inhibering av 
komplementsystemet vil være en god terapeutisk strategi for behandling av 
inflammatoriske sykdommer. De fleste antikomplementære pektiner isolert fra 
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planter er vist å være komplementaktivatorer, og aktiverer kaskaden gjennom både 
klassisk og alternativ aktiveringsvei (Yamada & Kiyohara 2007). 
 
3.3.2 Makrofager 
Makrofager er spesialiserte hvite blodceller som finnes i alle typer vev og organer. De 
klassifiseres som fagocytter, og har evnen til å innta patogener og ødelegge dem. 
Etter at patogenet er tatt opp av en makrofag, blir det delvis brutt ned til mindre 
peptidfragmenter av makrofagens proteolytiske enzymer. Peptidfragmentene bindes 
så til klasse II MHC-proteiner i makrofagen, og det resulterende fragment-MHC-
komplekset kan binde seg til en Th1-celle. Dette fører til frigjøring av cytokiner fra 
både Th1-cellen og makrofagen, i tillegg vil makrofagen også utskille kjemokiner. De 
frigjorte signalmolekylene kan fremme immunresponsen på mange måter, blant annet 
vil de stimulere andre makrofager til økt aktivitet (Madigan et al. 2003; Widmaier et 
al. 2004). 
 
Polysakkarider fra mange ulike planter har vist seg å kunne modulere 
makrofagfunksjonen. Eksempler på observerte effekter er økt cytotoksisk aktivitet 
mot tumorceller og mikroorganismer, økt produksjon av NO og økt sekresjon av 
cytokiner og kjemokiner (Schepetkin & Quinn 2006). 
 
 
Figur 3.5: Polysakkarider kan indusere ulike makrofagresponser (Schepetkin & Quinn 
2006). 
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3.3.3 B-celler 
B-celler er lymfocytter som produseres og modnes i benmargen, for så å slippes ut i 
blodbanen og lymfesystemet. Hver B-celle har en type antistoff på overflaten som vil 
bindes til et spesifikk antigen, dersom bindingen skjer, vil B-cellen fungere som en 
APC (antigen presenting cell) og interagere med en Th2-celle. Th2-cellen vil  
respondere med IL-4 og IL-5, disse cytokinene vil trigge proliferasjon av den samme 
B-cellen, og de nye cellene kan differensiere til plasmaceller eller 
hukommmelsesceller. Plasmaceller har en relativt kort levetid (under en uke), men i 
løpet av den tiden vil de produsere og sekrere store mengder av den samme typen 
antistoff som var på den opprinnelige B-cellen. Disse antistoffene bindes til det 
spesifikke antigenet på patogener, som dermed blir markert for destruksjon ved 
fagocytose eller komplementaktivering. Hukommelsesceller kan leve i flere år, hvis 
de senere blir eksponert for det samme antigenet, kan de raskt transformeres til 
plasmaceller og produsere antistoffer uten aktivering fra T-celler (Madigan et al. 
2003). 
 
3.3.4 Dendritiske celler 
Dendritiske celler stammer fra hemopoietiske stamceller i benmargen. Forløpere til 
dendritiske celler blir frigjort fra benmargen og følger med blodsirkulasjonen til ulike 
vev og organer, hvor de slår seg ned og differensierer til umodne dendritiske celler. 
På overflaten til disse umodne dendritiske cellene sitter det reseptorer som kan 
gjenkjenne ulike molekyler som er typisk for patogener (Hess). Når patogene 
materialer er tatt opp og prosessert, vil cellen bli aktivert til modnet dendritisk celle 
og migrere til lymfeknuter, hvor den fungerer som APC og er en potent aktivator av 
T-celler, og virker også inn på B-celler og deres antistoffsekresjon. I tillegg vil de 
utskille cytokiner som blant annet aktiverer NK-celler (Banchereau & Steinman 
1998; Chen et al. 2006). 
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4. Oppgavens målsetning 
Denne oppgaven hadde følgende hensikt: 
 
Det skulle utføres studier på polysakkarider fra bladene til Sutherlandia frutescens. 
Polysakkaridene skulles isoleres og testes for biologisk aktivitet relatert til 
immunsystemet. Videre skulle deres struktur karakteriseres med hensyn på 
monosakkaridsammensetning og bindingsforhold. Sammenhengen mellom struktur 
og biologisk aktivitet skulle undersøkes gjennom enzymatisk degradering. 
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5. Metoder 
5.1 Generelle metoder 
5.1.1 Vannkvalitet 
Destillert vann ble benyttet med mindre annet er presisert. 
 
5.1.2 Innveiing 
Analysevekt:  Sartorius BP221S 
Overskålsvekt:  OHAUS PORTABLE Advanced, Model No. CT1200V 
   Mettler Toledo PB3002 
 
5.1.3 Oppkonsentrering av løsninger 
(Wikipedia b) 
Prinsipp 
Volumet av løsninger kan reduseres og forbindelser i løsningen oppkonsentreres ved 
bruk av rotavapor. Ved hjelp av vannstrålepumpe/vakuumpumpe skapes det et lavt 
trykk slik at løsninger fordamper ved en temperatur som er lavere enn det normale 
kokepunktet. Lett flyktige stoffer, som for eksempel toluen, kan også fjernes fra 
løsninger ved denne metoden. 
Utstyr 
Büchi rotavapor 
Rundkolbe/pærekolbe 
Prosedyre  
Løsningene ble inndampet under vakuum ved ca. 40 ⁰C ved hjelp av rotavapor og 
vannbad. 
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5.1.4 Sentrifugering 
Heraeus Multifuge 4KR 
Heraeus Multifuge 3SR+ centrifuge (FHI) 
 
5.1.5 Filtrering 
Membranfilter: 
Acro® 50A Device with 5µm Versapor® Membrane (PALL Corporation)  
Acrodisc® Syringe Filter 0,45 µm Supor® Membrane (PALL Life Sciences)                           
Acrodisc® Syringe Filter 0,2 µm Supor® Membrane (PALL Life Sciences) 
 
5.1.6 Blanding av løsninger 
Løsninger ble blandet ved hjelp av: WhirliMixer (Fisons) 
      MS2 Minishaker (IKA®) 
 
5.1.7 Degassing/evakuering av luft 
Oppløst luft i løsninger ble evakuert ved gjennombobling av He-gass for større 
væskemengder og ved hjelp av vakuum fra vannstråle/pumpe for mindre 
væskemengder. 
 
5.1.8 Syrevasking av glassutstyr 
Prinsipp 
Glassutstyr kan være forurenset med polysakkarider fra omgivelsene (for eksempel 
cellulose fra papp- og papiremballasje), og dette kan interfere med visse 
karbohydratanalyser. Syrevasking vil spalte polysakkaridene, og karbohydratrester 
kan skylles vekk med vann. 
Reagenser 
Konsentrert HCl 
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Springvann 
Destillert vann 
Metanol  
Utstyr 
Beskyttelsesbriller og hansker 
Varmeskap: Functionline (Heraeus Instruments) 
Prosedyre 
1. Glassutstyret ble lagt i en egnet beholder og fylt/dekket med saltsyre i avtrekk.  
2. Det ble satt til henstand i 30 minutter. 
3. Glassutstyret ble først skylt grundig i rennende springvann, deretter i destillert 
vann. 
4. Glassutstyret ble skylt med metanol for at det skal tørke raskere, eventuelt ble 
det tørket i varmeskap ved 80 °C i noen timer. 
 
5.1.9 Ultrafiltrering 
Prinsipp 
Prøveløsning blir pumpet inn i en kassett med en semipermeabel membran. 
Lavmolekylære stoffer vil kunne passere membranen, mens høymolekylære stoffer 
ikke passerer. Det finnes en utgang på hver side av membranen, slik at de 
lavmolekylære og høymolekylære stoffene kommer ut separert. 
Reagenser 
0,3 M NaOH 
Destillert vann 
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Utstyr  
Ultrasette™ Omega™ 5k Membrane - Suspended Screen Channel (PALL Life 
Sciences) 
Pumpe: Watson Marlow 520S 
Store begerglass 
pH-papir 
Prosedyre 
1. Filtratutgangen ble stengt før prøveløsningen ble pumpet mot filteret med en 
hastighet på ca. 500 ml/min i 5 min. Deretter ble filtratutgangen åpnet. 
2. Prøveløsningen ble pumpet mot filteret med en hastighet på ca. 30 ml filtrat 
per min. 
3. Det ble avsluttet når retentatet var redusert til ønsket volum (ca. 500 ml). 
4. Filterkassetten ble vasket med 0,3 M NaOH, og deretter skylt med vann. 
Vaskingen var ferdig når væsken fra både filtrat- og retentatutgangen har 
nøytral pH. 
 
5.1.10 Dialyse 
(Spectrum
®
) 
Prinsipp 
Salter og andre uønskede lavmolekylære forbindelser kan fjernes ved dialyse. 
Dialyseslanger er semipermeable membraner, stoffer med lavere molekylvekt enn 
slangens cut off-verdi (MWCO) vil diffundere ut gjennom membranen, mens 
molekyler større enn MWCO vil ikke kunne passere. Diffusjon av de lavmolekylære 
stoffene ut av slangen skjer på bakgrunn av konsentrasjonsforskjeller mellom 
løsningen inni slangen og væsken utenfor. For å opprettholde 
konsentrasjonsgradienten blir derfor dialysevannet skiftet flere ganger. 
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Vask av dialyseslanger 
Reagenser 
2% NaOH 
Springvann 
Destillert vann 
0,05% NaN3 
Utstyr  
Spectra/Por
®
 3 Dialysis Membrane, MWCO 3500, d:29 mm (Spectrum Laboratories, 
Inc) 
Spectra/Por
®
 3 Dialysis Membrane, MWCO 3500, d:11,5 mm (Spectrum 
Laboratories, Inc) 
Kokeplate: Wilfa CP-1 
Store begerglass 
Prosedyre 
1. Dialyseslangene ble klippet til ønsket lengde og skylt utvendig og innvendig i 
rennende springvann. 
2. Slangene ble kokt i 10 minutter i 2% NaOH som var oppvarmet på forhånd. 
3. Slangene ble skylt godt med springvann, deretter med destillert vann. 
4. Slangene ble kokt i destillert vann i 10 minutter. 
5. Slangene ble skylt i destillert vann. 
6. Slangene ble oppbevart i 0,05% NaN3 ved 4 °C. 
Dialyse  
Reagenser 
Destillert vann 
Toluen 
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Utstyr 
Plastbøtte 
Dialyseklemmer 
Magnet og magnetrører 
Glasstaver  
Prosedyre 
1. Dersom dialyseslangene var konservert i 0,05% NaN3, ble de først skylt 
innvendig og utvendig med destillert vann, og så lagt i destillert vann i 30 
minutter for å fjerne NaN3. 
2. Slangen ble lukket i den ene enden med klemme. 
3. Slangen ble fylt 1/2 - 2/3 fulle med prøveløsning. Slangene ødelegges lett av 
tørrhet, derfor ble de hele tiden holdt i kontakt med væske. 
4. Noen dråper toluen ble tilsatt for konservering. 
5. Luft i slangen ble presset ut, og slangen ble lukket i den åpne enden med 
klemme. 
6. Prøvene ble dialysert i en bøtte med destillert vann under omrøring med 
magnet ved 4 °C. Glasstaver ble plassert i bøtten for å forhindre at slangene 
skal komme borti magneten. 
7. Dialysevannet ble skiftet flere ganger under dialysen. 
 
5.1.11 Frysetørking 
Prinsipp 
Vann fjernes fra prøver ved sublimasjon når prøvene fryses ned og settes under 
vakuum. 
Utstyr 
Metanolbad: Hetofrig (Heto Birkerød, Danmark) 
Frysetørker: Christ® Alpha 1-4 
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Prosedyre 
1. Prøven ble nedfryst på metanolbad ved -40⁰C eller i fryser. 
2. Prøver i rundkolber ble festet på utsiden av frysetørkeren, prøver i andre 
beholdere ble satt inn i frysetørkeren. 
 
5.1.12 Måling av pH 
pH-strips: Universal indicator pH 0-14 (Merck) 
 
5.1.13 Absorbansmåling 
BIO-RAD Model 3550 Microplate Reader (FI) 
ThermoMax Microplate Reader (FHI) 
 
5.2 Isolering av polysakkarider 
5.2.1 Ekstraksjon 
Prinsipp  
Ulike typer polysakkarider har varierende grad av løselighet, og kan ekstraheres fra 
plantematerialet ved ulike ekstraksjonsbetingelser. Ved å ekstrahere først med 50 % 
etanol, og deretter med vann ved 50 °C og ved 100 °C, vil man få 
polysakkaridfraksjoner av forskjellig sammensetninger.  
Ekstraksjon med 50% etanol 
Reagenser 
Etanol, 96% 
Destillert vann 
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Utstyr 
Gryte 
Kokeplate: Wilfa CP-1 
Büchi rotavapor 
Sentrifuge: Multifuge 4KR (Heraeus) 
Prosedyre 
1. 2,5 L 96% etanol og 2,5 L vann ble blandet i en gryte. 
2. Plantematerialet ble overført til gryten og ekstrahert i 1 time ved kokepunkt 
under omrøring. 
3. Blandingen ble filtrert. 
4. Punkt 1-3 ble gjentatt. 
5. Ekstraktene ble slått sammen og dampet inn på rotavapor (etanolen ble dampet 
vekk). 
6. Ekstraktet ble sentrifugert ved 4000 rpm i 20 minutter. Supernatanten ble tatt 
vare på og jobbet videre med. 
Ekstraksjon med vann 
Reagenser 
Destillert vann 
Utstyr 
Gryte 
Kokeplate: Wilfa CP-1 
Termometer 
Sentrifuge: Multifuge 4KR (Heraeus) 
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Prosedyre 
1. Plantematerialet ble ekstrahert i en gryte med 4 liter vann ved 50 °C i 2 timer 
under omrøring. 
2. Blandingen ble filtrert. 
3. Punkt 1-2 ble gjentatt. 
4. Ekstraktene ble slått sammen. 
5. Ekstraktet ble sentrifugert ved 10 000 rpm i 15 minutter. Supernatanten ble tatt 
vare på og jobbet videre med. 
6. Samme prosedyre ble gjentatt ved 100 °C. 
 
5.2.2 Ionebytterkromatografi 
(Ge Healthcare b; Greibrokk 2005 b) 
Prinsipp 
I ionebytterkromatografi benyttes en ionebytter som stasjonærfase. En ionebytter 
består av en uløselig matriks av et polymert materiale eller silika, med ioniserbare 
eller ioniske grupper. Anionbyttere har kovalent bundne kationer og kationbyttere har 
kovalent bundne anioner. Stoffer med ladede grupper adsorberes reversibelt til 
stasjonærfasens ioniske grupper når de har motsatt ladning. De adsorberte stoffene 
kan elueres ut med mobilfaser med ulike ionestyrker, stoffene blir separert i henhold 
til ladningsforskjeller. 
 
5.2.2.1 DEAE Sepharose® Fast Flow 
DEAE Sepharose® Fast Flow er en svak anionbytter med dietylaminoetyl (DEAE) 
som kation, hektet på kryssbundet agarose. Nøytrale polysakkarider vil ikke 
interagere med kolonnematerialet og elueres ut med vann uten å bli retardert. Sure 
polysakkarider binder seg med ulik styrke til kationene etter grad av negative 
ladninger. De elueres ut etter økende surhetsgrad ved hjelp av en gradient med 
økende ionestyrke. 
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Figur 5.1: DEAE-molekylet og kloridmotionet. 
Reagenser  
Destillert vann 
2 M NaCl 
10% AgNO3-løsning 
1 M NaOH 
1 M natriumacetat 
0,05% NaN3 
 
Alle løsninger som skulle appliseres på kolonnen ble degasset. 
Utstyr  
Kolonnematrix: DEAE Sepharose® Fast Flow (Amersham Pharmacia Biotech) 
Kolonne:  Pharmacia h: 30 cm i.d: 5cm 
Kolonnevolum:    Ca. 540 ml (h: 27,5 cm i.d: 5 cm) 
Pumpe:   Perimax (Spetec) 
Fraksjonssamler:  Pharmacia LKB SuperFrac  
Oppsamlingsrør:  Sentrifugerør RB, 15 ml (Heger AS) 
Filter:   Acro® 50A Device with 5µm Versapor® Membrane (PALL 
Corporation)  
Plastsprøyte (BD) 
Nutsj og vannstråleoppsats 
Erlenmeyerkolbe  
Glasstav  
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Prosedyre 
A. Pakking av kolonne 
1. Romtemperert kolonnemateriale ble oppslemmet og degasset ved hjelp av 
vannstrålevakuum. 
2. Kolonnematerialet ble overført til kolonnen ved å helle langs en glasstav for å 
unngå luftlommer i matriks. 
3. 2 kolonnevolum vann ble pumpet gjennom kolonnen med en hastighet på 4 
ml/min for å pakke kolonnematerialet. 
4. 1,5 kolonnevolum 2 M NaCl ble kjørt gjennom kolonnen ved 4 ml/min for å 
sikre at Cl
-
 er det dominerende motionet. 
5. Overskudd salt i kolonnen ble vasket ut med vann ved 4 ml/min. Vaskingen er 
ferdig og kolonnen klar til bruk når 2 ml eluat ikke ble blakket av 1 dråpe 10% 
AgNO3-løsning. 
B. Applisering og eluering av prøveløsning 
1. 100 ml prøveløsning ble filtrert 5 µm og degasset ved hjelp av 
vannstrålevakuum. 
2. Prøveløsningen ble applisert på kolonnen med en hastighet på 1 ml/min. 
3. Nøytrale polysakkarider ble eluert med ca. 2 kolonnevolum vann ved 2 ml/min 
og samlet i en fraksjon. 
4. Sure polysakkarider ble eluert med NaCl-gradient (0-1,5 M) ved 2 ml/min. 
Saltgradienten ble beregnet etter følgende formel: 
 
 
𝐶
𝑡
 =  
𝐶0  × 𝑅
𝑉0
 
 
 
 
5. 180 rør à 10 ml fraksjoner ble samlet på fraksjonssamler. 
C =  NaCl-konsentrasjon i blandekammer ved tiden T 
t =  Elueringstid 
C0 =  Utgangskonsentrasjon av NaCl i saltløsningen (2 M) 
R =   Flowhastigheten fra saltløsning til blandekammer  
  (1 ml/min) 
V0 =  Startvolum i blandekammer 
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6. Fraksjonene ble testet for karbohydratinnhold ved bruk av fenol-
svovelsyretesten, og slått sammen på grunnlag av 
karbohydratelueringsprofilen. 
7. Fraksjonene ble dialysert og deretter frysetørket. 
8. 2 M NaCl ble kjørt gjennom kolonnen i 2 timer for å rense kolonnen for de 
sureste forbindelsene. 
 
 
 
C. Vasking og regenering av kolonne 
1. Kolonnen ble snudd 180⁰. 
2. Hvis kolonnen skulle settes til lagring, ble det først vasket med 2 
kolonnevolum 1 M natriumacetat, 2 ml/min. 
3. Kolonnen ble eluert med 1,5 kolonnevolum 1 M NaOH, 2 ml/min. 
4. Kolonnen ble regenerert med 2 kolonnevolum 2 M NaCl, 2ml/min. 
2M NaCl Vann 
Hastighet: 1 ml/min 
 
Pumpe 
2 ml/min 
Kolonne 
Fraksjonssamler 
Figur 5.2: Skjematisk fremstilling av oppsettet for eluering med saltgradient. 
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5. Kolonnen ble eluert med vann ved 2 ml/min, til 2 ml eluat ikke ble blakket av 
1 dråpe 10% AgNO3-løsning. 
6. Kolonnen ble eventuelt konservert ved at 1,5 kolonnevolum 0,05% NaN3 ble 
kjørt gjennom ved 2 ml/min, og lagret ved 4⁰C. 
 
5.2.3 Gelfiltrering 
(Bio-Rad Laboratories 2000; Greibrokk 2005 a) 
Prinsipp 
Gelfiltrering er en kromatografisk metode som separerer stoffer etter 
molekylstørrelse. Kolonnematerialet består av en inert og porøs gelmatriks med en 
gitt porestørrelse. Molekyler som er for store til å passere gjennom porene, vil 
transporteres mellom partiklene og elueres først. Mindre molekyler vil ta veien 
gjennom porene og dermed få økt retensjonstid. Jo mindre molekyler, jo lengre vil 
molekylene befinne seg inni porene. Retensjonen øker altså med minkende 
molekylstørrelse. 
 
5.2.3.1 Bio-Gel P-30 
Bio-Gel P-matrikser er porøse polyakrylamidgeler dannet ved kopolymerisering av 
akrylamid og N,N'-metylenbisakrylamid. Gelene er meget hydrofile og tilnærmet fri 
for ladning, og derfor velegnet til å separere ladede forbindelser etter størrelse. De er 
tilgjengelig i ulike partikkelstørrelser med forskjellige fraksjoneringsområder. Bio-
Gel P-30 har et fraksjoneringsområde mellom 2500 – 40 000 Da. 
Reagenser  
Destillert, degasset vann 
Utstyr  
Kolonnematrix: Bio-Gel P-30 (Bio-Rad Laboratories) 
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Kolonne:  Pharmacia h: 100 cm i.d: 2,6cm 
Kolonnevolum:    Ca. 467 ml (h: 88 cm i.d: 2,6 cm) 
Pumpe:   Perimax (Spetec) 
Fraksjonssamler:  Pharmacia LKB SuperFrac  
Oppsamlingsrør:  Sentrifugerør RB, 15 ml (Heger AS) 
Erlenmeyerkolbe  
Prosedyre 
1. 2 kolonnevolum vann ble kjørt gjennom kolonnen ved 0,5 ml/min for å vaske 
ut konserveringsmidlet. 
2. Prøveløsningen ble applisert kolonnen, 0,5 ml/min. 
3. Det ble eluert med vann, 0,5 ml/min. 
4. 120 rør à 5 ml fraksjoner ble samlet. 
5. Fraksjonene ble testet for karbohydratinnhold ved bruk av fenol-
svovelsyretesten, og slått sammen på grunnlag av 
karbohydratelueringsprofilen. 
6. Fraksjonene ble inndampet til ønsket volum og deretter frysetørket. 
 
5.3 Kvalitative og kvantitative tester på karbohydratinnhold 
5.3.1 Fenol-svovelsyretest 
(DuBois et al. 1956) 
Prinsipp  
Karbohydrater vil omdannes til furfuraldehyder (anhydrosukker) ved behandling med 
konsentrert svovelsyre. Disse furfuraldehydene vil kondensere med fenol til 
gulfargede komplekser, som kan detekteres spektrofotometrisk. Fargestyrken 
korrelerer direkte med mengden karbohydrat i prøven. 
Testen kan benyttes til å bestemme karbohydratinnholdet i fraksjonene separert på 
ionebytter- eller gelfiltreringskolonne. Ved å plotte absorbans mot elueringsvolum fra 
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kolonne får man en karbohydratelueringsprofil, som brukes for å bestemme hvilke 
fraksjoner som skal slås sammen. 
 
 
Figur 5.3: Polysakkaridet reagerer med svovelsyre og danner anhydrosukker. Et 
anhydrosukker vil kondensere med to fenolmolekyler til et gulfarget kompleks. 
Reagenser 
4% fenol 
Konsentrert H2SO4 
Utstyr  
Finnpipette® 40-200 μl (Labsystems) 
Glassrør 
WhirliMixer (Fisons) 
Gilson Microman® pipette 100 μl 
Gilson Microman® pistons og spisser 
Microtest Plate 96-Well Flat Bottom (Sarstedt, Inc.) 
BIO-RAD Model 3550 Microplate Reader 
Beskyttelsesbriller og hansker 
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Prosedyre  
1. 100-200 µl prøveløsning ble overført til glassrør. 
2. 200 µl 4% fenol og 1 ml konsentrert svovelsyre ble tilsatt. 
3. Blandingen ble mikset og satt til henstand i romtemperatur i 30 minutter. 
4. Blandingen ble mikset kort før 100 µl fra hvert glassrør ble overført til hver 
sin brønn på en mikrotiterplate. 
5. Absorbansen ble målt ved 490 nm. 
 
5.3.2 Metanolyse 
(Chambers & Clamp 1971) 
Prinsipp 
Polysakkarider spaltes til monosakkarider ved at glykosidbindingene brytes i surt, 
vannfritt metanolholdig miljø. Det dannes metylglykosider ved at OH-gruppene på 
C1 metyleres. Uronsyrer blir metylert ved COOH-gruppene på C6 til metylestere. 
Metanolyse benyttes fremfor syrehydrolyse i vandig miljø fordi det gir mindre 
dekomponering av monosakkaridene. 
 
 
Figur 5.4: Metanolyse av en glykosidbinding mellom et surt og et nøytralt 
monosakkarid i en polysakkaridkjede. 
Reagenser 
4 M HCl i MeOH 
1 µg/µl mannitol i 1 M HCl i MeOH 
Vannfri MeOH 
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Utstyr  
Supelcorør med kork 
P2O5-eksikator 
Transferpettor®, 100 μl (Brand) 
SMI Capillaries (blå) 
Varmeskap: Functionline (Heraeus Instruments) 
N2-gassoppsett med varmeenhet: Reacti-Therm™ III Heating Module (Pierce) 
 
Glassutstyret var syrevasket. 
Prosedyre  
1. 1 mg prøve ble veid inn i syrevasket supelcorør. 
2. Prøven ble satt til tørking i evakuert P2O5-eksikator i 24 timer. 
3. 1 ml 4 M HCl i metanol ble tilsatt. 
4. 100 µl 1 µg/µl mannitol (10% av innveid prøve) ble tilsatt som intern 
standard. 
5. Prøven ble satt i varmeskap ved 80⁰C i 20-24 timer. Etter 10-15 minutter i 
varmeskapet ble korken skrudd til godt igjen for å hindre fordampning. 
6. Prøven ble tørket under N2-gass. 
7. 200 µl vannfri metanol ble tilsatt, og prøven ble tørket under N2-gass. 
8. Punkt 7 gjentas 2 ganger til. 
9. Prøven ble satt til tørking i evakuert P2O5-eksikator i minst 1 time før TMS-
derivatisering. 
 
5.3.3 TMS-derivatisering 
(Sweeley et al. 1963) 
Prinsipp  
Monosakkarider er polare og lite flyktige forbindelser, før gasskromatografisk 
analyse må de derfor derivatiseres til noe som er mer egnet for analysen. Ved å la frie 
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OH-grupper i monosakkaridene reagere med heksametyldisilazan (HMDS) og 
trimetylklorsilan (TMCS), vil de omdannes til flyktige og termisk stabile 
pertrimetylsilyletere (TMS-derivater).  
 
 
Figur 5.5: TMS-derivatisering. 
Reagenser  
TMS reagens:  Trimetylklorsilan (TCMS), heksametyldisilazan (HMDS) og 
    vannfri pyridin i forholdet 1:2:5. 
Utstyr  
Transferpettor®, 100 μl (Brand) 
SMI Capillaries (blå), syrevasket. 
WhirliMixer (Fisons) 
Prosedyre 
1. Metanolysert prøve ble tilsatt 200 µl TMS-reagens (dobbelt så mye som intern 
standard), og mikset. 
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2. Prøven ble satt til henstand i romtemperatur i minst 30 minutter før 
gasskromatografisk analyse. (Prøver som ikke skulle kjøres på GC samme dag 
ble ikke TMS-derivatisert.) 
 
5.3.4 Gasskromatografi 
(Rasmussen 2005) 
Prinsipp 
Ved gasskromatografiske analyser må stoffene som analyseres være flyktige og 
termisk stabile ved de temperaturene som benyttes. Injisert prøve vil fordampe 
umiddelbart i injektoren, som deretter blir fraktet av den inerte bæregassen gjennom 
kolonnen. Tiden de forskjellige stoffene bruker gjennom kolonnen blir bestemt av 
deres flyktighet og interaksjoner med stasjonærfasen. Siden stoffenes flyktighet øker 
med stigende temperatur, er temperatur den viktigste parameteren som styrer 
retensjonen i GC. Ved utgangen av kolonnen blir stoffene detektert av en 
flammeionisasjonsdetektor, som sender informasjonen videre til integratoren og man 
får resultatet i form av et kromatogram. 
Et monosakkaridmolekyl vil foreligge på forskjellige former (åpen kjede, pyranose- 
eller furanoseform, α- eller β-konfigurasjon) som er i likevekt med hverandre. De 
forskjellige formene retarderes ulikt i kolonnen, og vil dermed i kromatogrammet gi 
et karakteristisk mønster av topper for hver type sukker. Dette karakteristiske 
mønsteret benyttes til identifikasjon av monosakkaridet. Kvantitative bestemmelser 
kan gjøres ut fra topparealene og standardkurver. Intern standarden vil korrigere for 
tap under prøveopparbeidelse og variasjoner i injisert prøvemengde. 
Utstyr 
Gasskromatograf:    GC 6000 VEGA SERIES 2  
      (CARLO ERBA INSTRUMENTS) 
Programmeringsenhet:   ICU 600 
Integrator:     C-R6A CHROMATOPAC (Shimadzu) 
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Detektor:     FID (flammeionisasjonsdetektor) 
Injektor:     Splitt:splittless 
Kolonne:     DB-5 (J&W Scientific)  
       "Fused Silica" kapillærkolonne 
     Lengde: 30 m  
      Indre diameter: 0,32 mm 
     Filmtykkelse: 0,25 μm 
Bæregass:     Helium 
Betingelser 
Flow:     Kolonne: 1,8 ml/min (37,6 cm/sek) 
     Splitt flow: ≈ 11 ml/min 
     Splittforhold: 1:6 
Injeksjonsvolum:   0,5-1,0 μl 
Injektortemperatur:   260 °C 
Detektortemperatur:  310 °C 
Temperaturprogram:   
      
5.3.5 HPAE-PAD (Dionex) 
(Dionex Corporation) 
Prinsipp 
I High Performance Anion Exchange Chromatography (HPAEC) benyttes en 
anionbytterkolonne bestående av en base-stabil polymer og en sterk basisk mobilfase. 
Den basiske mobilfasen vil ionisere karbohydratene, slik at de kan separeres på 
anionbytteren. (Nøytrale karbohydrater er egentlig svake syrer, og vil også delvis 
ioniseres ved høy nok pH.) Denne teknikken gjør det mulig å identifisere og 
kvantifisere uderivatiserte karbohydrater uten at større oppresninger eller 
prøveopparbeidelser er nødvendige. CarboPac PA1-kolonnen kan gi separasjon av 
mono-, di-, oligo- og polysakkarider av lavere molekylvekt.  
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Pulsed Amperometric Detection (PAD) detekterer karbohydratene ved å måle den 
elektriske spenningen som blir dannet ved oksidasjon av karbohydratet på overflaten 
til en gullelektrode, deteksjonsgrensen er satt til 10 pikomol. 
 
Analysene ble utført av Ellen H. Cohen ved Avdeling for Farmasøytisk kjemi, 
Farmasøytisk institutt. 
Utstyr og betingelser 
Kromatografisk system:  ICS-3000 Reagent-Free Ion Chromatography System  
    (Dionex Corporation) 
Kolonne:   CarboPac PA1 Semi-Preparative Column (9 x 250 mm) 
Eluent:   100 mM NaOH 
    100 mM NaOH/1000 mM NaOAc 
Gradient:   Se figur 5.6 
Flow:     1 ml/min 
Injektor:   AS Autosampler 
Detektor:   PAD (Pulsed Amperometric Detection) 
 
 
Figur 5.6: Elueringsgradient 
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5.4 Strukturoppklaring 
5.4.1 Karboksylsyrereduksjon 
(Cui 2005; Kim & Carpita 1992) 
Prinsipp  
Uronsyreenheter i polysakkarider kan inngå i β-eliminasjonsreaksjoner under de 
basiske forholdene ved metylering. Dette kan unngås ved at uronsyrene reduseres før 
metylering. Esterifiserte uronsyrer reduseres direkte av NaBD4 til 6,6-
dideuteriosukkere, mens frie uronsyrer må først aktiveres av carbodiimid. Ved GC-
MS-analyser vil 6,6-dideuteriosukkere gi fragmenter med masse +2 i forhold til de 
nøytrale sukkere. 
 
 
Figur 5.7: Aktivering og reduksjon av karboksylsyregruppe i uronsyre, og reduksjon 
av forestret uronsyre. 
Reagenser  
500 mM imidazol-HCl 
NaBD4  
Iseddik 
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Destillert vann 
0,2 M MES (2-[N-morfolino]etansulfonsyre)  
Carbodiimide  
2 M TRIZMA (Tris[hydroksymetyl]aminometan)  
Oktanol 
0,05 M NaOH 
Utstyr 
Metyleringsrør med skrukork 
Glasspipetter med peleusballong 
Dramsglass 
MS2 Minishaker (IKA®) 
Is  
Transferpettor®, 100 μl (Brand) 
SMI Capillaries (blå) 
pH-papir 
Spectra/Por
®
 3 Dialysis Membrane, MWCO 3500, d:11,5 mm (Spectrum 
Laboratories, Inc) 
Pasteurpipetter m/ballong 
 
Glassutstyr var syrevasket. 
Prosedyre 
1. 1-2 mg prøve ble løst i 5 ml 500 mM iskald imidazol-HCl. 
2. Det ble tilsatt 1 ml (300 µl + 300 µl + 400 µl) nylaget 100 mg/ml NaBD4 i 
500mM imidazol-HCl som reduktant. Prøven ble mikset og satt på is i 5 
minutter etter de to første tilsetningene og i 30 minutter etter den siste 
tilsetning. 
3. Overskudd reduktant ble fjernet ved langsom tilsetning av iseddik (5x100 µl). 
Nøytraliseringsreaksjonen ble antatt fullført når løsningen ikke lenger boblet 
og det ble kontrollert at pH<7. 
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4. Prøven ble dialysert over natten. 
5. Prøven ble frysetørket. 
6. Prøven ble løst i 1 ml vann og tilsatt 200 µl 0,2 M MES. 
7. 400 µl nylaget 500 mg/ml carbodiimid i vann ble tilsatt. 
8. Prøven ble mikset og inkubert ved ca. 25 ⁰C i 3 timer. 
9. 1 ml 2 M TRIZMA og 4 dråper oktanol (antiskummiddel) ble tilsatt, og 
prøven ble avkjølt på is. 
10. 1 ml nylaget 70 mg/ml NaBD4 i 0,05 M NaOH ble tilsatt. 
11. Prøven ble inkubert ved 4 ⁰C over natten. 
12. Overskudd reduktant ble fjernet ved langsom tilsetning av iseddik (5x100 µl). 
13. Prøven ble dialysert i 24 timer og deretter frysetørket. 
 
5.4.2 Metylering med etterfølgende hydrolyse, reduksjon og 
acetylering  
(Cui 2005) 
Prinsipp  
Polysakkaridets frie hydroksylgrupper blir først metylert. Hydroksylgrupper som 
inngår i glykosidbindinger blir acetylert etter hydrolyse og reduksjon. 
Substitusjonsmønsteret til O-acetylgruppene på de delvis metylerte alditolacetatene 
gjenspeiler bindingsforhold og ringform til sukrene i polysakkaridet. 
 
5.4.2.1 Metylering 
(Ciucanu & Kerek 1984) 
Prinsipp  
Frie hydroksylgrupper i polysakkaridet metyleres i reaksjon med metyljodid etter 
deprotonering ved hjelp av dimetylsulfoksid (DMSO) i sterkt basisk miljø. 
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Figur 5.8: Metylering av hydroksylgrupper. 
Reagenser  
Vannfri MeOH 
Dimetylsulfoksid (DMSO) 
NaOH-pellets, tørr 
Metyljodid 
Natriumthiosulfat 
Kloroform 
Destillert vann 
Utstyr 
Transferpettor®, 100 μl (Brand) 
SMI Capillaries (blå) 
N2-gassoppsett med varmeenhet: Reacti-Therm™ III Heating Module (Pierce) 
Glasspipetter med peleusballong 
Ristemaskin: Vibrax VXR (IKA Labortechnik) 
Agatmorter med pistill 
Ar-gassoppsett 
Dramsglass  
MS2 Minishaker (IKA®) 
Sentrifuge: Heraeus Multifuge 4KR 
Pasteurpipetter m/ballong 
Metyleringsrør med skrukork 
 
Glassutstyr var syrevasket. 
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Prosedyre 
1. Frysetørket prøve etter karboksylsyrereduksjon ble løst i 200 µl vannfri 
metanol og deretter tørket under N2-gass for å dehydrere prøven. 
2. 500 µl DMSO ble tilsatt, og prøven ble ristet på ristemaskin i 20 minutter. 
3. En DMSO/NaOH-suspensjon ble laget ved å knuse tørre NaOH pellets i 
DMSO med agatmorter og pistill, 2 pellets per ml (som gir en konsentrasjon 
på ca. 120 mg/ml). 
4. 500 µl DMSO/NaOH-suspensjon ble tilsatt uten å komme i kontakt med 
glassveggen. 
5. Prøven ble blåst med Ar-gass, og deretter ristet i 30 minutter. 
6. 400 µl metyljodid ble tilsatt i tre porsjoner (100 µl + 100 µl + 200 µl). Prøven 
ble ristet i 10 minutter etter de to første tilsetningene og i 20 minutter etter 
siste tilsetning. 
7. 10 ml nylaget 100 mg/ml natriumthiosulfat i vann ble tilsatt. 
8. 2 ml kloroform ble tilsatt, og prøven ble mikset godt (over 40 sekunder) på 
whirlimixer. 
9. Prøven ble sentrifugert ved 1000 rpm i 3 minutter for å separere fasene. 
10. Vannfasen (øvre fase) ble fjernet. 
11. Kloroformfasen ble vasket med 4x5 ml vann. Det ble mikset godt og 
sentrifugert hver gang før vannfasen ble fjernet. 
12. Kloroformfasen ble overført til et nytt rør for å sikre at prøven er fri for vann. 
13. Kloroformfasen ble tørket under N2-gass. 
 
5.4.2.2 Hydrolyse 
(Kim & Carpita 1992) 
Prinsipp  
Metylerte polysakkarider hydrolyseres til delvis metylerte monosakkarider i surt 
miljø. 
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Figur 5.9: Hydrolyse av metylerte polysakkarider. 
Reagenser  
2,5 M Trifluoreddiksyre (TFA) 
Utstyr 
Transferpettor®, 100 μl (Brand) 
SMI Capillaries (blå), syrevasket 
Ar-gassoppsett 
Varmeskap: Functionline (Heraeus Instruments) 
N2-gassoppsett 
Prosedyre 
1. Prøven ble tilsatt 500 µl 2,5 M TFA. 
2. Prøven ble blåst med Ar-gass og satt i varmeskap ved 102⁰C i 2 timer. 
3. Etter avkjøling ble prøven tørket under N2-gass. 
 
5.4.2.3 Reduksjon  
(Kim & Carpita 1992) 
Prinsipp  
Ringstrukturen i monosakkarider åpnes ved at det sykliske hemiacetalet ved C1 
reduseres til alditol. 
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Figur 5.10: Reduksjon av aldehydgruppen ved C1. 
Reagenser  
2 M NH3 
NaBD4 
Iseddik 
5% eddiksyre i MeOH 
Vannfri MeOH 
Utstyr 
Glasspipetter med peleusballong 
Ultrabad: Ultrasonic Cleaner (VWR
TM
) 
Varmeskap: Functionline (Heraeus Instruments) 
Transferpettor®, 50 og 100 μl (Brand) 
SMI Capillaries (grønn og blå)  
N2-gassoppsett med varmeenhet: Reacti-Therm™ III Heating Module (Pierce) 
 
Glassutstyr var syrevasket. 
Prosedyre 
1. Prøve fra hydrolyse ble løst i 500 µl 2 M NH3. 
2. 500 µl nylaget 1 M NaBD4 i 2 M NH3 ble tilsatt prøven, som deretter ble 
sonikert på ultrabad i 1 minutt.  
3. Prøven ble inkubert ved 60 ⁰C i 1 time. 
4. Overskudd reduktant ble fjernet ved tilsetning av 3x50 µl iseddik. 
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5. Prøven ble tørket under N2-gass. 
6. 2,5 ml 5% eddiksyre i metanol ble tilsatt, deretter ble prøven tørket under N2-
gass. 
7. Punkt 6 ble gjentatt. 
8. 2,5 ml vannfri metanol ble tilsatt for å fjerne borsyre, deretter ble prøven 
tørket under N2-gass. 
9. Punkt 8 gjentas. 
 
5.4.2.4 Acetylering  
(Kim & Carpita 1992) 
Prinsipp  
Frie hydroksylgrupper dannet ved hydrolyse og reduksjon acetyleres med 
eddiksyreanhydrid. Dette gir bedre gasskromatografisk separasjon av molekylene. 
 
 
Figur 5.11: Acetylering med eddiksyreanhydrid. 
Reagenser  
1-metylimidazol 
Eddiksyreanhydrid  
Destillert vann 
Diklormetan (DCM) 
Vannfri metanol 
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Utstyr 
Glasspipetter med peleusballong 
Transferpettor®, 50 og 100 μl (Brand) 
SMI Capillaries (grønn og blå) 
MS2 Minishaker (IKA®) 
Sentrifuge: Heraeus Multifuge 4KR 
Pasteurpipetter m/ballong 
Metyleringsrør med skrukork 
Supelcorør m/kork 
N2-gassoppsett 
 
Glassutstyr var syrevasket. 
Prosedyre 
1. Prøve fra reduksjon ble tilsatt 200 µl 1-metylimidazol og 2 ml 
eddiksyreanhydrid. 
2. Prøven ble mikset og satt til henstand i 10 minutter. 
3. Overskudd eddiksyreanhydrid ble fjernet ved tilsetning av 10 ml vann. Prøven 
ble mikset og satt til henstand i 10 minutter. 
4. Delvis metylerte, delvis acetylerte monosakkarider ble ekstrahert med 2x1 ml 
diklormetan. Prøven ble mikset godt (over 30 sekunder), og deretter 
sentrifugert ved 1000 rpm i 3 minutter ved hver ekstraksjon. Diklormetanfasen 
(nedre fase) ble samlet begge gangene. 
5. Ekstraktene ble slått sammen og tilbakevasket med 2x5 ml vann. 
6. Diklormetanfasen ble overført til supercolrør og tørket under N2-gass. 
7. Prøven ble løst i 50 µl vannfri metanol og analysert ved GC-MS (prøver som 
ikke skulles kjøres samme dag ble frosset ned). 
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5.4.3 GC-MS 
(Lundanes 2005) 
Prinsipp 
De delvis metylerte alditolacetatene separeres på en GC-kolonne før de detekteres 
med et massespektrometer. I massespektrometeret blir molekylene ionisert av en 
elektronstråle til positive molekylioner. Molekylionene er ustabile og vil raskt spaltes 
opp i mindre fragmenter. Ved å se på retensjonstid og massen til fragmentene vil man 
få informasjon om hvilke komponenter polysakkaridet består av og bindingsforholdet 
til komponentene. 
 
GC-MS-analysene ble utført av Finn Tønnesen ved Avdeling for Farmasøytisk kjemi, 
Farmasøytisk institutt. 
Utstyr og betingelser 
Gasskromatograf:   GC 8000 series (Fisons) 
Detektor:    Massespektrometer MD-800 (Fisons) 
Kolonne:    Factor Four VF-1ms 
     Lengde:   30 m 
     Indre diameter:  0,25 mm 
     Filmtykkelse:  0,25 μm 
Bæregass:    Helium 
Injektor:    splitt:splittless 
     Splittforhold: 1:10 
Injektortemperatur:   250°C 
 Flow:    1 ml/min 
Temperaturprogram: 
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5.4.4 Enzymatisk degradering  
(Samuelsen et al. 1996; Voragen et al. 2000) 
Prinsipp 
Spesifikke enzymer kan brukes for å fjerne bestemte strukturelementer i 
polysakkaridet, slik at den gjenstående strukturen kan undersøkes nærmere. Ved å 
sammenligne analyse- og testresultater før og etter enzymdegraderingen, får man 
også vite litt mer om struktur-aktivitetsforholdet til polysakkaridet. Polygalakturonase 
er et enzym som hydrolyserer glykosidbindingen mellom galakturonsyre-enheter i 
homogalakturonan. Pektinet blir dermed degradert til høymolekylære forgrenede 
områder ("hairy regions") og lavmolekylære galakturonsyreforbindelser. Enzymet 
kan ikke spalte nativt forestrede galakturonsyrer, og polysakkaridet blir derfor først 
deesterifisert med NaOH før enzymbehandlingen. 
Reagenser 
0,1 M NaOH 
Eddiksyre 
50mM natrium-acetatbuffer (pH=4,2) 
Toluen 
Endo-polygalacturonanase  5000U/ml i 3,2 M ammoniumsulfat 
     LOT: MPG00301 (Megazyme) 
Utstyr 
Finnpipette® (Labsystems) 
Erlenmeyerkolbe 
Pasteurpipetter m/ballong 
pH-papir 
Magnet og magnetrører 
Varmeskap: Thermo Scientific (Heraeus) 
Kokeplate: Wilfa CP-1 
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Acrodisc® Syringe Filter 0,2 µm Supor® Membrane (PALL Life Sciences) 
Plastsprøyte (BD) 
Prosedyre 
1. 30 mg prøve ble løst i 9 ml 0,1 M NaOH i en erlenmeyerkolbe. 
2. Prøven ble tildekket og satt til henstand i 2 timer ved romtemperatur. 
3. Prøven ble nøytralisert ved dråpevis tilsetning av eddiksyre. pH ble kontrollert 
med pH-papir. 
4. Det ble tilsatt 30 ml natrium-acetatbuffer og noen dråper toluen. 
5. 180 µl endo-polygalakturonanase ble tilsatt. 
6. Kolben ble tildekket og satt på magnetrører i 72 timer ved 37 °C. 
7. Enzymene ble denaturert ved koking i ca. 10 minutter. 
8. Prøven ble avkjølt, og deretter filtrert 0,22 µm. 
 
5.4.5 Molekylvektsbestemmelse 
(GE Healthcare a) 
Prinsipp 
Molekylvektsdistribusjonen til polysakkaridene bestemmes ved hjelp av 
gelfiltreringskolonnen Superose 6 koblet til FPLC-apparatur. Gelfiltrering er generelt 
beskrevet under metode. Superose 6 består av kryssbundet agarose og har et 
fraksjoneringsområde mellom 5 – 5000 kDa for globulære proteiner (øvre grense er 
vesentlig lavere for karbohydrater). Det benyttes UV-deteksjon ved 214 nm og 
fenolsvovelsyretest for å detektere polysakkaridene. 
Dekstraner med kjent molekylvekt benyttes for å lage en standardkurve der 
logaritmen til molekylvekten ble plottet mot elueringsvolum. Omtrentlig 
molekylvektsdistribusjon til polysakkaridene bestemmes ut fra denne standardkurven. 
Reagenser 
Destillert vann 
 60 
10 mM NaCl 
0,5 M NaOH 
Dextran 80 000 analytisk standard, Mw: 80 000 Da 
Utstyr   
Kolonne:   Superose
TM
 6 10/300 GL (Amersham Biosciences) 
Kolonnevolum:  ≈ 24 ml 
FPLC:  ÄKTAFPLC (Amersham Pharmacia Biotech) 
    Pumpe:   P-920 
    Injektor:   INV-907 
    Monitor:   UPC-900 
    Dataprogram:  Unicorn v4.00.16 
Fraksjonssamler:  Frac-900 (Amersham Pharmacia Biotech) 
Fraksjonsrør:  Sentrifugerør RB, 7 ml (Heger AS) 
Plastsprøyte, 1 ml (BD) 
Acrodisc® Syringe Filter 0,2 µm Supor® Membrane (PALL Life Sciences) 
 
Alle løsninger som ble applisert på kolonnen ble degasset. 
Prosedyre 
Klargjøring av kolonne 
1. Det ble eluert 12 ml vann, 0,2 ml/min. 
2. Det ble eluert 38 ml vann, 0,5 ml/min. 
3. Det ble eluert 50 ml 10 mM NaCl, 0,5 ml/min. 
Applisering og eluering av prøve 
1. 1 mg prøve ble løst i 0,5 ml vann. 
2. Prøven ble filtrert 0,22µm. 
3. 200 µl prøve ble injisert og eluert med 10 mM NaCl, 0,5 ml/min. 
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4. 71 rør à 0,5 ml fraksjoner ble samlet og karbohydratinnhold ble bestemt ved 
bruk av fenol-svovelsyretest. 
Vasking av kolonne 
1. Det ble eluert 25 ml 0,5 M NaOH, 0,5 ml/min. 
2. Det ble eluert 25 ml vann, 0,5 ml/min. 
3. Det ble eluert 50 ml 10 mM NaCl, 0,5 ml/min. 
 
5.4.6 Enkel radikal gel immunodiffusjon med Yariv reagens 
(Biosupplies) 
Prinsipp 
Yariv reagenset er et rødt fargestoff som vil binde seg spesifikt til arabinogalaktan 
type II-strukturen, dette medfører utfelling av et rødt produkt.  
Reagenser 
Prøveløsning:  8 mg/ml 
Standardløsning:   Arabisk gummi (Acacia gum), 1 mg/ml 
Yariv-reagens:   β-glukosyl Yariv [1,3,5-tris (4-β- 
    D-glucopyranosyloxyphenylazo)- 
    2,4,6-trihydroxy-benzene], 2 mg/ml 
Gelblanding (pr plate):  35 mg agarosepulver 
     30 mg NaCl 
     0,7 mg NaN3 
     3,5 ml destillert vann 
Utstyr  
GelBond
®
 film for agarose gel (GE Healthcare) 
Kokeplate: Wilfa CP-1 
Finnpipette® (Labsystems) 
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Vater 
Brønnutstanser-oppsett 
Whatman filterpapir 
Plastkar m/lokk 
Cellepapir 
Glassplater 
2,5 liters flaske m/vann 
Prosedyre 
1. Det ble klippet ut en 5x7 cm stor plate av gelbondfilm for agarose. 
2. Ingrediensene til gelen ble blandet og varmet opp til kokepunktet. 
3. 50 µl Yariv-reagens ble tilsatt og blandet raskt. 
4. Gelblandingen ble helt jevnt utover den hydrofile siden av platen, mens platen 
lå i vater. 
5. Etter at gelen hadde stivnet, ble stanset ut små brønner ved hjelp av vannsug. 
6. 2 µl, 4 µl og 6 µl av standarden og av prøveløsning ble tilsatt i hver sin brønn. 
7. Fuktet filterpapir ble lagt i bunnen av et kar.  
8. Platen ble lagt i karet, og karet ble lukket med lokk. 
9. Platen ble sjekket etter ca. 24 timer. Platen var klar til pressing dersom det ble 
utfelt røde ringer rundt brønnene. 
10. Platen ble lagt på en glassplate med gelen opp. 
11. Et stykke Whatman-papir ble fuktet og lagt over gelen. Påse at det ikke er 
luftbobler mellom gelen og papiret. 
12. Ca. 10 ark med cellepapir ble brettet dobbelt og lagt over Whatman-papiret. 
13. En glassplate ble lagt over cellepapirene. 
14. En 2,5 liters flaske fylt med vann ble plassert på glassplaten i 10 minutter. 
15. Cellepapirene ble snudd, og flasken ble plassert på glassplaten i 10 minutter. 
16. Etter at gelen hadde trukket seg inn i Whatmanpapiret/cellepapirene, ble 
platen scannet. 
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5.5 Biologisk aktivitet 
5.5.1 Komplementfikseringstest 
(Michaelsen et al. 2000; Yamada & Kiyohara 2007) 
Prinsipp  
I denne testen blir prøvematerialet undersøkt for om det har noe innvirkning på 
komplementsystemet. Komplementsystemet er involvert i en rekke immunologiske 
reaksjoner, og testen kan derfor gi en indikasjon på den immunologiske aktiviteten til 
polysakkaridet. 
 Erytrocytter fra sau blir sensibilisert med antistoffer, det dannes immunkomplekser 
som kan aktivere komplementkaskaden. Aktivert komplement vil føre til hemolyse av 
blodcellene. Før blodcellene tilsettes, blir komplement inkubert sammen med prøven. 
Dersom prøven aktiverer komplementsystemet, forbrukes komplement og mindre er 
tilgjengelig for hemolyse. Dersom prøven hemmer komplementsystemet, vil enkelte 
komplementfaktorer inaktiveres. Det vil si at både aktivering og inhibisjon av 
komplementsystemet vil føre til redusert hemolyse. Hvis prøven ikke har utøvet noe 
effekt på komplementsystemet, vil man få omtrent samme grad av hemolyse som i 
kontrollen med veronal/BSA-buffer. Graden av hemolyse bestemmes ved 
absorbansmåling. 
Reagenser  
Destillert vann 
Veronal/BSA-buffer: CFT (pH 7,2) med 2 mg/ml BSA 
     (Bovine Serum Albumin 30 %) og 0,02 % NaN3-løsning 
Fosfatbuffer:   Saltvann (PBS) M/150 pH 7,4 
Blodceller fra sau:   Hvit 147, tappet 25.09.08 
    Hvit 147, tappet 30.10.08 
     Hvit 147, tappet 30.03.04 
Antistoff:    Virion 9020 Amboceptor 
Komplementkilde:  ECG, 14.02.08 
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Standard:   Plantago major L, fraksjon II (PMII) 
Utstyr 
Finnpipetter® 
Glassrør 
Whirlmixer 
Sentrifuge:   Martin Christ Typ 901 
   Heraeus Multifuge 3SR+ centrifuge 
Varmeskap 
Risteplate 
Mikrotiterplater: 96 brønner med rund bunn (NUNC
TM) 
   96 brønner med flat bunn (NUNC
TM)
 
ThermoMax microplate reader 
Prosedyre 
Vasking av saueblodceller 
1. 500 µl blod (det trengs ca. 100 µl blod per mikrotiterplate) ble tatt ut uten å 
slemme opp blodet. 
2. Blodet ble vasket to ganger med 5 ml fosfatbuffer, og deretter en gang med 5 
ml veronal/BSA-buffer. Etter hver vask ble blandingen sentrifugert til 
blodcellene sedimenterte (ca. 5 minutter ved 3000 rpm), og vaskevannet ble 
fjernet. 
Sensibilisering av saueblodceller 
1. For hver mikrotiterplate ble det laget et rør med 5,925 ml veronal/BSA-buffer, 
60 µl av vaskede blodceller og 15 µl Virion 9020 Amboceptor. 
2. Blandingen ble inkubert under risting i 30 minutter ved 37⁰C. 
3. Blandingen ble sentrifugert og supernatanten fjernet. 
4. Blodet ble vasket to ganger med 5 ml fosfatbuffer, og deretter en gang med 5 
ml veronal/BSA-buffer. Etter hver vask ble blandingen sentrifugert til 
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blodcellene sedimenterte (ca. 5 minutter ved 3000 rpm), og vaskevannet ble 
fjernet. 
5. Blodet ble tilsatt 5,940 ml veronal/BSA-buffer for å få 1 % suspensjon av 
blodceller. 
Titreringskurve for komplementkilde 
1. I en rundbunnet mikrotiterplate ble det tilsatt 100 µl vann i 4 brønner og 50 µl 
veronal/BSA-buffer i 32 brønner (4 brønner per fortynning). 
2. Komplement ble fortynnet som vist i tabell 5.1. 50 µl av fortynningene ble 
tilsatt brønnene med veronal/BSA-buffer (4 paralleller for hver fortynning). 
Tabell 5.1: Fortynninger til titreringskurve 
Forhold 
komplement:buffer 
Komplement (µl) Veronal/BSA-buffer (µl) 
1:40 10 390 
1:50 10 490 
1:60 10 590 
1:70 10 690 
1:80 10 790 
1:90 10 890 
1:100 10 990 
1:110 10 1090 
 
3. Platen ble tildekket med blank tape, og inkubert under risting i 30 minutter ved 
37⁰C. 
4. 50 µl 1% sensibiliserte blodceller ble tilsatt alle brønner. Platen ble deretter 
inkubert under risting i 30 minutter ved 37⁰C. 
5. Platen ble sentrifugert ved 1650 rpm i 4 minutter.  
6. 100 µl av supernatanten fra hver brønn ble overført til en flatbunnet 
mikrotiterplate. 
7. Platen ble sentrifugert ved 1650 rpm i 4 minutter for å fjerne luftbobler. 
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8. Absorbans ble målt ved 405 nm og den fortynningen som ga 50% 
lyseringsgrad ble funnet. 
Fortynning av prøve og standard 
1. Ca. 1 mg prøve ble løst i veronal/BSA-buffer eller vann til en stamløsning 
med konsentrasjon 1 mg/ml. 
2. En fire-folds fortynningsrekke lages (6 fortynninger av hver prøve) (tabell 
5.2). 
Tabell 5.2: Fortynningsrekke for standard og prøver 
Rør # Konsentrasjon (µg/ml) Innhold 
1 500 300 µl veronal/BSA-buffer + 300 µl stamløsning 
2 125 300 µl veronal/BSA-buffer + 100 µl fra rør 1 
3 31,3 300 µl veronal/BSA-buffer + 100 µl fra rør 2 
4 7,8 300 µl veronal/BSA-buffer + 100 µl fra rør 3 
5 2 300 µl veronal/BSA-buffer + 100 µl fra rør 4 
6 0,5 300 µl veronal/BSA-buffer + 100 µl fra rør 5 
 
Testing av prøvemateriale 
1. 50 µl av hver fortynning av prøvene og standarden (2 paralleller av hver 
fortynning) ble tilsatt en brønn i en rundbunnet mikrotiterplate. 
2. 100 µl vann ble tilsatt fire brønner som 100% lysekontroll.  
3. 50 µl veronal/BSA-buffer ble tilsatt fire brønner som kontroll. 
4. 100 µl veronal/BSA-buffer ble tilsatt fire brønner som "blank-brønner" for 
absorbansmåling. 
5. Komplement ble tatt ut av fryseren rett før bruk, og fortynnet med 
veronal/BSA-buffer til det forholdet som ga 50 % lyseringsgrad (bestemt ut 
fra titreringskurven for komplementet). 
6. 50 µl fortynnet komplement ble tilsatt brønnene bortsett fra 100% 
lysekontrollbrønner og "blank-brønner". 
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7. Platen ble tildekket med blank tape, og inkubert under risting i 30 minutter ved 
37⁰C. 
8. 50 µl 1% sensibiliserte blodceller ble tilsatt alle brønner. Platen ble deretter 
inkubert under risting i 30 minutter ved 37⁰C. 
9. Platen ble sentrifugert ved 1650 rpm i 4 minutter.  
10. 100 µl av supernatanten fra hver brønn ble overført til en flatbunnet 
mikrotiterplate. 
11. Platen ble sentrifugert ved 1650 rpm i 4 minutter for å fjerne luftbobler. 
12. Absorbans ble målt ved 405 nm. 
Beregninger 
𝐿𝑦𝑠𝑒𝑟𝑖𝑛𝑔𝑠𝑔𝑟𝑎𝑑 =  
𝐴𝑏𝑠𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙
𝐴𝑏𝑠𝑣𝑎𝑛𝑛
 ×  100% 
 
𝐻𝑒𝑚𝑚𝑖𝑛𝑔𝑠𝑔𝑟𝑎𝑑 =  
𝐴𝑏𝑠𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙  −  𝐴𝑏𝑠𝑝𝑟ø𝑣𝑒
𝐴𝑏𝑠𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙
 × 100% 
 
5.5.2 Måling av NO-frigjøring fra makrofager 
(Promega Corporation 2005) 
Prinsipp 
Makrofager utskiller en rekke mediatorer som bidrar til immunresponsen ved 
aktivering, NO er en av disse mediatorene. NO-frigjøring kvantifiseres ikke direkte, 
men måles via nitritt (NO2
-
), som er et stabilt, ikke-flyktig nedbrytningsprodukt av 
NO. Nitritt vil i et surt miljø reagere med sulfanilamid og NED, dette fører til 
dannelse av en farget Azo-forbindelse som absorberer UV-lys. Kvantifisering kan 
gjøres ved hjelp av en standardkurve laget med nitrittstandarder. 
 
Testen ble utført av Parakashtha Ghildyal på Rikshospitalet. 
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Reagenser 
Cellelinje: RAW makrofag 
LPS 
cRPMI cellekulturmedium 
Griess reagens A (1%  sulfanilamid i 5% fosforsyre) 
Griess reagens B (0,1% N-(1-naptyl)-etylendiamin (NED) i vann) 
Utstyr 
Mikrotiterplater: 96 brønner med flat bunn 
 
   96 brønner med U-bunn  
   96 brønner med V-bunn 
Sentrifuge 
Spektrofotometer  
Prosedyre 
1. Makrofager ble høstet fra cellekultur. 
2. Cellene ble resuspendert til 106 celler/ml i cRPMI. 
3. 50 µl cellesuspensjon (5x104 celler) ble tilsatt hver brønn i en flatbunnet 
mikrotiterplate. 
4. Cellene ble stimulert med 50 µl cRPMI (negativ kontroll), 50 µl cRPMI med 
250 ng/ml LPS (positiv kontroll) eller 50 µl cRPMI med prøve (konsentrasjon 
100 µg/ml, 10 µg/ml og 1 µg/ml). Alle stimuleringer ble gjort med paralleller.  
5. Cellene ble inkubert ved 37°C, 5% CO2 i 24 timer. 
6. Innholdet i brønnene ble overført til en V-bunnet plate, som ble sentrifugert 
ved 1300 rpm i 2 minutter. 
7. 50 µl av supernatanten ble overført til en U-bunnet plate. 
8. 50 µl Griess reagens A ble tilsatt og platen ble inkubert i 10 minutter ved 
romptemperatur i mørke. 
9. 50 µl Griess reagens B ble tilsatt.  
10. Absorbansen ble målt ved 540 nm. 
 
 69 
5.5.3 B-celleproliferasjon 
(Lyons & Parish 1994) 
Prinsipp 
Celler kan innfarges med det fluorescerende fargestoffet CFSE. Ved celledeling vil 
dette fargestoffet fordeles likt mellom dattercellene, noe som fører til en halvering av 
fluorescens-intensitet for hver cellegenerasjon. Fluorescens-intensiteten kan måles 
ved flowcytometri og gi informasjon om celleproliferasjonen ble påvirket når cellene 
ble inkubert sammen med testsustansene. 
 
Testen ble utført av Parakashtha Ghildyal på Rikshospitalet. 
Reagenser 
Miltceller fra rotte 
Dynabeads® belagt med anti-rotte IgG 
CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester) 
LPS 
cRPMI cellekulturmedium 
PBS (Phosphate Buffered Saline) 
FCS (Fetal Calf Serum) 
Utstyr 
Falcon-rør, 15 ml 
Flatbunnet mikrotiterplate med 96 brønner 
Vannbad 
Prosedyre 
1. B-celler ble høstet fra miltceller ved bruk av Dynabeads® belagt med anti-
rotte IgG. 
2. Cellene ble resuspendert til 107 celler/ml i PBS + 2% FCS. 
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3. Cellene ble varmet i vannbad ved 37°C i 1 minutt. 
4. CFSE ble tilsatt til en konsentrasjon på 5 µM. 
5. Cellene ble inkubert i vannbad ved 37°C i 10 minutter for å bli innfarget med 
CFSE. 
6. For å fjerne overskudd av CFSE ble cellene vasket 3 ganger med PBS + 2% 
FCS. 
7. 105 celler ble tilsatt hver brønn i en flatbunnet mikrotiterplate. 
8. Det ble tilsatt enten 500 µl cRPMI (negativ kontroll), 500 µl cRPMI med 500 
ng/ml LPS (positiv kontroll) eller 500 µl cRPMI med 100 µg/ml prøve. Dette 
ble gjort i duplikater. 
9. Platen ble inkubert ved 37°C, 5% CO2 i 5 dager. 
10. På dag 5 ble cellene vasket i PBS + 2% FCS og resuspendert i 300 µl PBS + 
2% FCS.  
11. Fluorescens-intensitet ble analysert ved flowcytometri.  
 
5.5.4 Modning av dendritiske celler 
Prinsipp 
Modne dendritiske celler har flere karakteriske trekk som skiller dem fra umodne 
dendritiske celler, et eksempel er CD86-proteinet (involvert i aktivering av T-celler), 
som man bare finner hos modne celler. CD86 kan dermed brukes som en markør for 
modning av dendritiske celler. Uttrykk av CD86 kan måles ved hjelp av CD86-PE, et 
fluorescerende antistoff som binder seg til CD86, og flowcytometri. 
 
Testen ble utført av Parakashtha Ghildyal på Rikshospitalet. 
Reagenser 
Benmargsceller fra rotte 
GM-CSF 
IL-4 
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cRPMI cellekulturmedium 
PBS (Phosphate Buffered Saline) 
FCS (Fetal Calf Serum) 
LPS 
CD11c-FITC (markør for dendritiske celler) 
CD86-PE (markør for modne dendritiske celler) 
Utstyr 
Petriskål, 25 ml 
Flatbunnet mikrotiterplate med 96 brønner 
Prosedyre 
1. Benmargsceller fra rotte ble inkubert ved 37°C, 5% CO2 i en petriskål med 10 
ml cRPMI tilsatt GM-CSF (3 ng/ml) og IL-4 fra rotte (1 ng/ml) i 7 dager. 
2. De resulterende benmargsderiverte umodne dendritiske celler ble overført til 
en flatbunnet mikrotiterplate, 10
5
 celler ble tilsatt hver brønn. 
3. Det ble tilsatt enten 500 µl cRPMI (negativ kontroll), 500 µl cRPMI med 500 
ng/ml LPS (positiv kontroll) eller 500 µl cRPMI med 100 µg/ml prøve.  
4. Platen ble inkubert i 24 timer. 
5. Cellene ble merket med CD11c-FITC og CD86-PE i 30 minutter. 
6. Cellene ble vasket med PBS + 2% FCS, og resuspendert i 300 µl PBS + 2% 
FCS.  
7. MFI (Mean Fluorescence Intensity) ble målt ved flowcytometri. 
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6. Resultater og diskusjon 
6.1 Isolering og opprensning av polysakkarider 
6.1.1 Ekstraksjon  
Lavmolekylære og lipofile substanser i pulveriserte blader fra Sutherlandia frutescens 
ble ekstrahert ut med diklormetan (DCM) og deretter metanol (MeOH), dette arbeidet 
ble utført av Yen Nguyen våren 2008. Denne oppgaven tok utgangspunkt i 
plantematerialet etter DCM- og MeOH-ekstraksjonen. 346,75 gram plantematerialet 
ble først ekstrahert med 50% etanol, deretter med vann ved 50 °C og ved 100 °C. 
Råekstraktene, henholdsvis kalt R50E, R50W og R100W, ble ultrafiltrert og dialysert 
for å fjerne lavmolekylære substanser. Deretter ble 10% (125-150 ml) tatt ut til 
frysetørking for å få tørrstoff til analyser og tester, det frysetørkede utbyttet er vist i 
tabell 6.1. 
 
Tabell 6.1: Utbytte i mg og i forhold til utgangsmaterialet. 
Ekstrakt Utbytte (mg) Utbytte (%) 
R50E 2016,4 0,582 % 
R50W 264,8 0,076 % 
R100W 293,1 0,085 % 
 
6.1.2 Separasjon ved ionebytterkromatografi (DEAE Sepharose® 
Fast Flow) 
De tre råekstraktene ble separert etter surhetsgrad ved applisering på en DEAE 
Sepharose® Fast Flow ionebytterkolonne. 200 ml av hvert vannekstrakt ble applisert 
kolonnen i to omganger (2x100 ml) for å opparbeide nok prøvematerialet, mens det 
var nok med 100 ml R50E. 
 
Ved hver kjøring på kolonnen ble nøytrale polysakkarider først eluert ut i en fraksjon 
med destillert vann. Deretter ble sure polysakkarider eluert etter økende surhetgrad i 
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fraksjonsrør på 10 ml med en saltgradient fra 0-1,5 M NaCl. Det ble tatt ut prøve fra 
annethvert fraksjonsrør til fenol-svovelsyretesten for å sette opp en 
karbohydratelueringsprofil. Eluatet ble delt opp i fraksjoner på bakgrunn av profilen. 
Figur 6.1 viser profilen til R100W kjøring 1. 
 
 
Figur 6.1: Karbohydratelueringsprofilen til R100W på DEAE Sepharose® Fast Flow 
kjøring 1, eluert med NaCl-gradient. Eluatet ble delt i 3 fraksjoner; 100WS1, 100WS2 
og 100WS3 på grunnlag av denne profilen. 
 
De nøytrale fraksjonene fra kjøring 1 og 2 for R50W ble slått sammen. Sure 
polysakkaridfraksjoner som kom ut ved omtrent samme elueringsvolum ved kjøring 1 
og 2 ble også slått sammen. Det samme ble gjort for R100W-fraksjonene. R50E ble 
bare applisert i en omgang. Dette resulterte i en nøytral og tre sure fraksjoner for 
hvert av råekstraktene. Fraksjonene eluert med saltgradient ble dialysert, og deretter 
ble alle fraksjoner frysetørket, utbyttet vises i tabell 6.2. Det var lekkasje fra 
dialyseslangene som ble brukt til 100WS1 og 100WS2, en ubestemt stoffmengde ble 
dermed mistet i de to fraksjonene. 50WS1 bestod av så lite stoffmengde, det ble 
derfor ikke gjort videre undersøkelser med denne fraksjonen. 
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Tabell 6.2: Utbytte av fraksjoner etter ionebytterkromatografi. 
Fraksjon Utbytte (mg) Utbytte (%) 
50EN 173,5 0,050 % 
50ES1 91,5 0,026 % 
50ES2 557,0 0,161 % 
50ES3 460,2 0,133 % 
50WN 40,7 0,012 % 
50WS1 0,5 0,0001 % 
50WS2 114,9 0,033 % 
50WS3 107,0 0,031 % 
100WN 20,0 0,006 % 
100WS1* 22,8 0,007 % 
100WS2* 73,5 0,021 % 
100WS3 104,5 0,030 % 
 
*Utbyttet for 100WS1 og 100WS2 ble lavere enn det egentlig skulle ha vært på grunn 
av tap ved dialyse. 
 
6.2 Monosakkaridinnhold  
Råekstraktene og alle fraksjoner etter ionebytterkromatografi unntatt 50WS1 ble 
analysert med hensyn på monosakkaridinnholdet ved hjelp av metanolyse med 
påfølgende TMS-derivatisering og GC-analyse. 
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Figur 6.2: GC-kromatogrammet av 100WS3. Karakteristiske topper til forskjellige 
monosakkarider er avmerket. 
 
Identifisering av monosakkaridene i prøvekromatogrammet skjer ut fra 
sammenligning med relative retensjonstider til tidligere kjørte standarder. Den 
relative retensjonstiden er beregnet i forhold til intern standarden mannitol. Hvert 
monosakkarid kan foreligge på flere konformasjoner som er i likevekt med 
hverandre, dette vil i kromatogrammet gi opphav til flere topper og arealforholdet 
mellom disse toppene vil være lite varierende, noe som også ble benyttet i 
identifiseringsprosessen. Mengden av karbohydratene ble kvantifisert ved hjelp av 
forholdet mellom det største topparealet til det enkelte monosakkaridet og topparealet 
til intern standarden. 
 
Beregning av totalt karbohydratinnhold i prøvene har gitt verdier godt over 100% for 
flere prøver. Dette mistenkes å være et problem tilknyttet intern standardløsningen, 
som beregningene ble gjort ut i fra. På grunn av den store usikkerheten rundt verdiene 
til mengde karbohydrat, ble det i denne oppgaven ikke tatt hensyn til totalt 
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karbohydratinnhold. Det relative mengdeforhold mellom monosakkaridene antas å 
være riktig og er vist i tabell 6.3 og tabell 6.4. 
 
Tabell 6.3: Karbohydratsammensetning av råekstrakter. Verdiene er oppgitt som 
prosent av totalt karbohydratinnhold. 
  R50E R50W R100W 
Arabinose  26,9 6,4 12,0 
Rhamnose 5,7 13,0 13,1 
Fucose 0,3 0,7 0,7 
Xylose 2,0 1,2 11,7 
Mannose 1,9 1,6 4,5 
Galaktose 13,5 9,1 11,7 
Glukose 4,4 6,7 7,5 
Glukuronsyre 0,7 n.d. 1,1 
Galakturonsyre 43,8 61,3 36,3 
4-O-Me-GlcA 1,0 n.d. 1,5 
 
Alle tre råekstraktene inneholder mye galakturonsyre og en del rhamnose, noe som 
tyder på polysakkarider av typen pektin. Andelen av arabinose og galaktose er relativt 
høy, disse monosakkaridene er ofte også tilstede i pektiner. Det er større andel av 
arabinose i R50E enn vannekstraktene, og det er mye xylose i R100W, ellers er det 
ikke særlig merkverdige forskjeller i innholdet av de andre sukrene.  
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Tabell 6.4: Karbohydratsammensetning av fraksjoner etter ionebytter. Verdiene er 
oppgitt som prosent av totalt karbohydratinnhold. 
 50EN 50ES1 50ES2 50ES3 50WN 50WS2 50WS3 100WN 100WS1 100WS2 100WS3 
Ara 53,1 66,4 28,5 8,3 24,2 5,0 2,2 36,7 7,2 13,0 5,1 
Rha n.d. 0,4 8,6 5,5 2,6 13,0 14,4 n.d. 2,5 20,7 22,0 
Fuc n.d. n.d. 0,2 n.d. n.d. 0,5 0,5 0,6 0,5 0,7 0,7 
Xyl 1,5 10,1 2,0 n.d. 2,1 1,0 0,5 5,4 64,1 3,6 1,4 
Man 10,6 2,1 0,8 n.d. 13,5 0,6 n.d. 21,4 3,5 1,3 1,3 
Gal 19,1 16,6 14,8 6,5 12,5 9,2 5,3 5,9 8,5 18,1 9,4 
Glc 15,7 3,2 1,3 n.d. 45,1 1,8 1,9 25,7 2,4 1,7 3,1 
GlcA n.d. n.d. 2,0 n.d. n.d. 2,5 n.d. n.d. n.d. 5,6 5,0 
GalA n.d. n.d. 39,8 79,7 n.d. 66,3 75,1 4,3 3,1 33,5 51,5 
4-O-Me- 
GlcA 
n.d. 1,2 2,0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 8,1 1,9 0,5 
Fraksjoner fra R50E 
50EN og 50ES1 inneholder mest arabinose og deretter galaktose, dette indikerer på 
arabinogalaktaner. Det kan også være områder med ren arabinose, kalt arabinan. Av 
de andre monosakkaridene er det relativt mye av mannose og glukose i 50EN og 
xylose i 50ES1, disse sukrene er også vanlig å finne i arabinogalaktan-strukturer fra 
andre planter.   
 
Den høye andelen av galakturonsyre i 50ES2 og 50ES3 stammer trolig fra 
homogalakturonan og RG-I i en pektinstruktur. 50ES3 inneholder hovedsakelig 
galakturonsyre (79,7%), mens rhamnose (5,5%) er det forholdsvis lite av, dette 
polysakkaridet består sannsynligvis av store områder med homogalakturonan og små 
områder med RG-I, sidekjedene ser ut til å bare bestå av arabinose og galaktose. 
50ES2 har relativt mye arabinose (28,5%) og galaktose (14,8%), det kan være på 
grunn av mange forgreninger i pektinet og/eller lange sidekjeder. 
Fraksjoner fra vannekstrakter 
100WS1 ser ut til å være et xylan med en hovedkjede bestående av xylose-enheter, 
noe som forklarer den relativt høye mengden av xylose i R100W. Ellers inneholder 
de andre sure fraksjoner fra vannekstraktene større forekomst av galakturonsyre, 
rhamnose, arabinose og galaktose, noe som er typisk for pektiner. Det er relativt liten 
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forskjell mellom andelen rhamnose (20,7%) og galakturonsyre (33,5%) i 100WS2, 
polysakkaridet har antakelig et stort forgrenet området med sidekjeder. Dette 
samsvarer også med et høyere innhold av arabinose og galaktose enn de andre sure 
vannfraksjonene. 100WS3 synes også å ha et større RG-I-område enn 50WS2 og 
50WS3, men har omtrent samme mengde av sukkerenheter i sidekjedene som 
50WS2. 50WS2 og 50WS3 har omtrent samme forhold mellom rhamnose- og 
galakturonsyreandelen, det vil trolig si at RG-I er like stort i disse to fraksjonene, men 
50WS3 har mindre mengde av de andre monosakkaridene, noe som tyder på at det er 
flere og/eller lengre sidekjeder i 50WS2 enn i 50WS3. 
 
6.3 Biologisk aktivitet 
6.3.1 Komplementfikseringstest 
Komplementfikseringstesten ble utført for å undersøke de ulike fraksjonenes evne til 
å modulere komplementsystemet. Aktiviteten måles i prosent inhibering av hemolyse, 
og ICH50 (den konsentrasjonen av testsubstansen som gir 50% hemming av lyse) ble 
beregnet. Jo lavere ICH50, jo høyere aktivitet har substansen. Ettersom testen utføres 
med et biologisk system, vil ulike faktorer i testsystemet variere fra forsøk til forsøk, 
for å kunne sammenligne resultater fra ulike forsøk, ble ICH50 også korrelert til 
standarden PMII, et pektin isolert fra Plantago major L. som har vist god 
komplementfikserende aktivitet tidligere. 
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Figur 6.3: Komplementfikserende aktivitet av råekstrakter, 50ES1 og 50ES2. 
 
Figur 6.4: Komplementfikserende aktivitet av 50ES3, 50EN, 50WS2-3 (forsøk 2). 
 
Figur 6.5: Komplementfikserende aktivitet av nøytrale vannfraksjoner og 100WS-
fraksjoner. 
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Tabell 6.5: ICH50-verdier i µg/ml og i forhold til PMIIs ICH50-verdi. 
 ICH50 (µg/ml) I forhold til PMIIs ICH50-verdi 
Ekstrakter Forsøk 1 Forsøk 2 Forsøk 3 Forsøk 4 Forsøk 1 Forsøk 2 Forsøk 3 Forsøk 4 
R50E 289    1,26    
R50W 27    0,12    
R100W 53    0,23    
50EN  364    6,07   
50ES1 342    1,49    
50ES2 368    1,60    
50ES3  296    4,93   
50WN   71 273   1,39 4,71 
50WS2  4  52  0,07  0,90 
50WS3  42  69  0,70  1,19 
100WN   115    2,25  
100WS1   22 47   0,43 0,81 
100WS2   42 110   0,82 1,90 
100WS3   49 77   0,96 1,33 
PMII 230 60 51 58 1,00 1,00 1,00 1,00 
 
Både R50W og R100W viste høyere komplementfikserende aktivitet enn PMII, 
aktiviteten til R50W ser ut til å være høyere enn R100W, men forskjellen er ikke stor. 
Etanolekstraktet R50E hadde dårligere aktivitet enn PMII, og heller ingen av 50%-
etanolfraksjonene etter ionebytter viste særlig stor aktivitet i testen. Det bør bemerkes 
at ICH50-verdien til PMII i forsøk 1 er en del høyere enn vanlig, og det dermed er en 
ekstra usikkerhet knyttet til resultatene ved dette forsøket. 
 
50WN viste noe aktivitet ved forsøk 1, men aktiviteten ble en del dårligere ved forsøk 
2. Det var skjedd noen endringer i denne fraksjonen mellom forsøkene, materialet 
gikk fra å være tørre flak til et klebrig stoff. Det er uvisst hva som har skjedd. 100WN 
viste også noe aktivitet, selv om det var lavere enn PMII. Denne fraksjonens utseende 
endret seg akkurat som 50WN, og på grunn av lite tilgjengelig mengde ble det ikke 
gjort flere forsøk på dette stoffet. 
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Alle de sure vannfraksjonene ser ut til å ha en evne til å modulere 
komplementsystemet. Resultatet tyder på at 50WS2 og 100WS1 har mest aktivitet, og 
aktiviteten er høyere enn PMII. 50WS3, 100WS2 og 100WS3 er omtrent like aktive 
som PMII. 
 
6.3.2 Måling av NO-frigjøring fra makrofager 
Polysakkaridfraksjonenes evne til å aktivere makrofager ble undersøkt ved å beregne 
frigjort mengde av NO, en mediator som aktiverte makrofager utskiller. Alle 
vannekstraktene ble testet, siden de viste aktivitet i komplementfikseringstesten. 
Resultatet er vist i figur 6.6. Dyrkningsmediumet cRPMI var negativ kontroll, mens 
LPS og PMII var positive kontrollstandarder. 
 
 
Figur 6.6: Måling av NO-frigjøring fra makrofager stimulert med vannekstrakter fra 
Sutherlandia frutescens. 
 
De nøytrale fraksjonene 50WN og 100WN viste for det meste ingen eller dårlig 
effekt, bare 50WN ved den høyeste konsentrasjon 100 µg/ml var aktiv. Råekstraktene 
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enn LPS og PMII. 50°C-vannekstraktene og R100W viste en doseavhengig 
stimulering av makrofager, mens 100WS1-3 hadde høy aktivitet selv ved den laveste 
konsentrasjonen på 1 µg/ml. 100WS1-3 er mer aktiv enn R100W ved 
konsentrasjonene 1µg/ml og 10 µg/ml, derimot synes R50W å være mer aktiv enn 
sine opprensede fraksjoner. 100WS1-3 ser ut til å ha størst aktivitet, R50W ved 
konsentrasjon 10 µg/ml og 100 µg/ml viser også effekt på samme nivå som dem. 
 
6.3.3 B-celleproliferasjon 
Alle vannekstraktene ble undersøkt med hensyn på evne til å indusere proliferasjon 
av B-celler. Resultatet er fremstilt i figur 6.7. LPS ble testet ved 500 ng/ml og 
polysakkarider ved 100 µg/ml, deres aktivitet kan derfor ikke sammenlignes direkte 
med hverandre, men forholdet til LPS kan likevel gi en indiksjon på hvor stor evne 
polysakkaridene har til å indusere B-celleproliferasjon. 
 
 
Figur 6.7: Proliferasjon av B-celler stimulert med vannekstrakter fra Sutherlandia 
frutescens. 
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I motsetning til resultatene fra komplementfiksering og makrofagaktivering, var det 
de nøytrale stoffene som gav størst respons i denne testen. 50WS3, R100W, 100WS2 
og 100WS3 hadde også relativt høy effekt. R50W og 50WS2 hadde dårligere 
aktivitet enn de overnevnte fraksjonene, men celleproliferasjonen var fremdeles på 
nivå med LPS og PMII. Av alle testsubstansene viste 100WS1 lavest grad av 
proliferasjon, men 100WS1 ser likevel ut til å ha en aktivitet i forhold til medium 
(negativ kontroll). I de sure fraksjonene synes effekten å øke jo surere fraksjonen er.  
 
6.3.4 Modning av dendritiske celler 
Testsubstanser ble inkubert sammen med umodne dendritiske celler for at de skulle 
ha mulighet til å indusere modning av cellene. Etterpå ble modne celler i prøvene 
merket med det fluorescerende antistoffet CD86-PE, og MFI (Mean Fluorescence 
Intensity) ble målt ved flowcytometri. Alle vannekstraktene ble testet og deres MFI-
verdier er vist i figur 6.8, høye MFI-verdier av CD86 indikerer modning av 
dendritiske celler. 
 
 
Figur 6.8: MFI-verdier av CD86, en indikasjon på modning av dendritiske celler. 
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MFI til LPS (positiv kontroll) er omtrent like høy som det i medium (negativ 
kontroll), grunnen til dette er uvisst og det gjør muligens resultatene i denne testen 
mer usikker. Det blir også vanskeligere å si hvor stor effekt prøvene har, når man 
ikke kan sammenligne med aktiviteten til en standard. 
 
Alle fraksjoner som ble testet ser ut til å kunne indusere modning av dendritiske 
celler. Det er ikke stor forskjell i aktiviteten mellom fraksjonene, men R50W og 
50WN synes å ha større effekt enn de andre prøvene. 
 
6.4 Strukturoppklaring 
6.4.1 Påvisning av arabinogalaktan II 
Innhold av arabinogalaktan II ble undersøkt i fraksjonene separarert på 
ionebytterkolonne. Ved tilstedeværelse av AG-II skulle det dannes røde 
fellingsprodukter med Yariv-reagenset, dette vises som røde ringer rundt brønnene på 
gelplaten. Resultatene vises i figur 6.9-6.11. 
 
    
 
Figur 6.9: Resultater fra enkel radikal gel immunodiffusjon med Yariv reagens 
 
 
Standard 
 
50ES1 
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50ES3 
2 µl       4 µl       6 µl 
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Figur 6.10: Resultater fra enkel radikal gel immunodiffusjon med Yariv reagens 
 
 
 
Figur 6.11: Resultater fra enkel radikal gel immunodiffusjon med Yariv reagens 
 
Sure 50% etanolfraksjoner og sure 100°C vannfraksjoner inneholder AG-II-
struktruren. 50ES3 har mindre mengde AG-II enn 50ES1 og 50ES2, dette samsvarer 
med et høyere innhold av arabinose og galaktose i 50ES1 og 50ES2 ifølge GC-
analysen (tabell 6.4). 100WS3 ser også ut til å inneholde mindre AG-II enn de andre 
mindre sure 100°C vannfraksjonene. Det ble ikke påvist AG-II verken i de nøytrale 
Standard 
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fraksjonene eller sure 50°C vannfraksjoner, men det er mulig at de har 
arabinogalaktaner av type I. 
 
6.4.2 Bindingsforhold 
Bindingsforhold mellom monosakkaridene ble undersøkt i 50 °C- og 100 °C-
vannfraksjonene etter ionebytterkolonne, ettersom disse fraksjonene viste god 
aktivitet i komplementfikseringstesten. Prøvene gjennomgikk 
karboksylsyrereduksjon, metylering, hydrolyse, reduksjon og acetylering før GC-MS-
analyse. Monosakkaridene med ulike bindingstyper ble identifisert med 
retensjonstider og massespekter, resultatet er satt opp i tabell 6.6. I tillegg ble de 
nøytrale fraksjonene 50EN, 50WN og 100WN undersøkt for nativt metylerte 
monosakkarider, disse prøvene gikk gjennom samme prosedyre fra og med 
hydrolyse-trinnet, uten å bli karboksylsyreredusert eller metylert først. Det ble ikke 
funnet nativt metylerte monosakkarider i verken 50 EN, 50WN eller 100 WN. 
 87 
Tabell 6.6: Oversikt over fordelingen av ulike monosakkarider etter bindingstype. 
Verdiene er oppgitt som prosent av totalt karbohydratinnhold. Monosakkarider som 
ble funnet i metanolyse, men ikke GC-MS er tatt med nederst. 
  50WN 50WS2* 50WS3 100WN 100WS1 100WS2 100WS3 
Ara Terminalf 20,3 1,1 2,2 28,3 7,2 9,8 5,1 
 1,5 3,9 3,9  8,4  3,2 Spor 
Rha Terminal  3,3 0,2   1,8 0,5 
 1,2  2,2 12,7   5,7 18,2 
 1,3  0,4 Spor     
 1,2,3   0,1     
 1,2,4  7,1 1,4   13,2 3,3 
Fuc Terminal  0,5 0,5   0,7  
Xyl Terminal  1,0 0,2 3,5 2,0 3,6 1,4 
 1,3    1,9    
 1,4   0,3  59,6   
 1,2,4     2,5   
Man 1,4    21,4    
Glc Terminal 11,5 1,8 1,9  1,2 Spor 0,4 
 1,4 33,6   25,7 1,2 1,7 2,7 
Gal Terminal  5,0 4,8  3,0 13,6 9,4 
 1,3  0,1 0,4  1,1 1,2  
 1,4 12,5 3,7 Spor 5,9 1,3   
 1,6  0,2 0,1  3,1 2,9  
 1,3,6  0,1   Spor? 0,4  
GlcA Terminal  Spor    5,6  
 4-O-Me     8,1 1,9  
GalA Terminal Spor? 1,4 0,5     
 1,4  64,7 74,2  3,1 32,6 51,5 
 1,2,4   0,2     
 1,3,4  0,2 0,3   0,9  
Sum 81,8 96,8 99,9 95,1 93,4 98,8 92,5 
Ikke funnet i GC-MS        
Rhamnose 2,6    2,5   
Fucose    0,6 0,5  0,7 
Xylose 2,1       
Mannose 13,5 0,6   3,5 1,3 1,3 
Glukuronsyre  2,5     4,9 
4-O-Me-Glc       0,5 
Galakturonsyre    4,3    
Sum 100,0 99,9 99,9 100,0 99,9 100,1 99,9 
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*Under analyse av 50WS2 ble GC-kolonnen overbelastet, det er derfor en ekstra 
usikkerhet rundt verdiene til denne fraksjonen. 
 
Beregninger for mengdeforholdene er gjort ut i fra areal under kurven (AUC) til 
toppene i kromatogrammet og korrigert med monosakkaridfordelingen fra 
metanolyse, formelen er vist nedenfor.  
 
𝑝𝑟𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛𝑑𝑒𝑙 𝑏𝑖𝑛𝑑𝑖𝑛𝑔𝑠𝑡𝑦𝑝𝑒 =  
𝐴𝑈𝐶 𝑡𝑖𝑙 𝑚𝑜𝑛𝑜𝑠𝑎𝑘𝑘𝑎𝑟𝑖𝑑 𝑚𝑒𝑑 𝑔𝑖𝑡𝑡 𝑏𝑖𝑛𝑑𝑖𝑛𝑔𝑠𝑡𝑦𝑝𝑒
𝑆𝑢𝑚 𝐴𝑈𝐶 𝑡𝑖𝑙 𝑚𝑜𝑛𝑜𝑠𝑎𝑘𝑘𝑎𝑟𝑖𝑑𝑒𝑡
× 𝑝𝑟𝑜𝑠𝑒𝑛𝑡𝑎𝑛𝑑𝑒𝑙 𝑓𝑟𝑎 𝑚𝑒𝑡𝑎𝑛𝑜𝑙𝑦𝑠𝑒 
 
Beregningsmetoden har en viss usikkerhet fordi ikke alle bindinger gir lik respons i 
MS-detektoren, toppene blir muligens ikke integrert optimalt samt at 
metanolyseresultatene kan avvike fra reelle verdier. 
 
T-Glc, T-GlcA og 4-O-Me-GlcA kommer ut ved samme retensjonstid under GC-MS-
analysen. Det nøytrale sukkeret kan likevel skilles fra de sure fordi glukuronsyrer 
etter karboksylsyrereduksjon med NaBD4 vil ha fragmenter med masse +2 i forhold 
til glukose. Mengdeforhold mellom T-Glc og T-GlcA/4-O-Me-GlcA ble bestemt ut 
fra forholdet mellom intensiteten av fragmenteringstoppene 205 og 207 i 
massespekteret. Forholdet mellom T-GlcA og 4-O-Me-GlcA er satt til det samme 
forholdet fra metanolysen. T-Gal og T-GalA har også samme retensjonstid, 
mengdeforholdet her ble beregnet ut fra fragmenteringstoppene 233 og 235.  
Nøytrale vannfraksjoner 
50WN har mest av 1,4-Glc, og det kan være komponent i hovedkjeden. Det er høy 
andel av terminale karbohydrater, men det ble ikke detektert monosakkarider med 
forgreningspunkter, årsaken kan kanskje være for milde hydrolysebetingelser med 
TFA (Austarheim 2007), slik at det ble en del sukker i kjedene som ikke ble spaltet 
av. Resultatet fra metanolyse viser også en del mannose, men siden mannose 
detekteres dårlig ved metyleringsmetoden, ble det ikke funnet bindingstype for dette 
sukkeret. 
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100WN inneholder omtrent like store deler 1,4-Glc som 1,4-Man (henholdsvis 25,7% 
og 21,4%), det kan tyde på at det er et glukomannan. Også her er det mye terminale 
karbohydrater uten at forgreningspunkter ble detektert. 
100WS1 
100WS1 er trolig et xylan med 1,4-Xyl (59,6%) i hovedkjeden, og litt 1,2,4-Xyl 
(2,5%) tyder på noe forgreninger ved C-2. Innholdet av de andre monosakkaridene er 
mye av det samme som også fremkommer i 100WS2, og det er en mulighet for at 
100WS1 ikke ble separert godt nok på ionerbytterkolonnen, slik at en del av 
polysakkaridene i 100WS2 kom med i 100WS1. Dessverre var det for lite 
stoffmengde av 100WS1 til å gjøre videre oppresninger på, og mistanken om 
forurensinger fra 100WS2 kunne ikke bekreftes eller avkreftes. 
50WS2, 50WS3, 100WS2 og 100WS3 
50WS2, 50WS3, 100WS2 og 100WS3 er sannsynligvis alle pektinpolysakkarider. De 
fire fraksjonene inneholder høyest andel med 1,4-GalA, som er komponent i både 
homogalakturonan og RG-I. RG-I består av 1,2-Rha i tillegg til 1,4-GalA, alle disse 
fraksjonene inneholder 1,2-Rha og 1,2,4-Rha med C-4 som forgreningspunkt. Det er 
funnet spormengder av 1,2,3-Rha i 50WS3, og indikerer at i denne fraksjonen er det  
litt forgreninger ved Rha C-3 også. Ut fra andelen ikke-terminale Rha i forhold til 
GalA (14%, 19%, 56% og 42% for henholdsvis 50WS2, 50WS3, 100WS2 og 
100WS3), er det antakelig mer av RG-I-områder i 100WS2 enn i de andre 
fraksjonene, siden andelen ikke-terminale Rha er størst her. 100WS3 har trolig mer 
av RG-I enn 50WS2 og 50WS3, mens 50WS2 og 50WS3 har omtrent like mye RG-I. 
Det fremkommer mer 1,2,4-Rha i 50WS2 og 100WS2 enn i 50WS3 og 100WS3, det 
tyder på at RG-I-området i 50WS2 og 100WS2 er mer forgrenet enn i de to andre 
fraksjonene. 
 
Det er en del 1,5-Ara i 50WS2, 50WS3 og 100WS2 (og spor i 100WS3), disse kan 
være bestanddel i arabinaner eller inngå i arabinogalaktan-strukturer. 
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50WS2 har 1,4-Gal, T-Ara, og 1,5-Ara som kan stamme fra AG-I, men 1,3,4-Gal som 
er forgreningspunkter i AG-I er ikke funnet.  
 
I 100WS2 er det funnet 1,3-Gal, 1,6-Gal, 1,3,6-Gal og T-Ara som er viktige 
komponenter i AG-II. Resultatet fra Yariv-testen har også bekreftet at dette 
strukturelementet er tilstede i denne fraksjonen. Spormengder av de samme 
bindingstypene er også funnet i 50WS2, men AG-II i 50WS2 ble ikke påvist ved 
Yariv-test. Yariv-testen viste litt AG-II i 100WS3, men ikke-terminale Gal-enheter 
ble ikke funnet i fraksjonen ved GC-MS, muligens kan det være at det var for lite av 
disse bindingstypene til å detekteres. 
 
Spormengder av 1,3,4-Gal og litt Xyl er funnet i 50WS2, 50WS3 og 100WS2, det er 
mulig at disse fraksjonene inneholder mindre områder av xylogalakturonan. 
 
50WS3 har spormengder av 1,2,4-GalA og 1,3,4-GalA, som er forgreningspunkter i 
RGII. I tillegg har denne strukturen blant annet T-Ara, T-Rha og 1,3-Rha i seg, og de 
ble også detektert i 50WS3. 50WS2 har noe 1,3,4-Gal og 1,3-Rha, men ikke 1,2,4-
Gal.  
 
6.5 Enzymatisk degradering 
Det ble gjort videre undersøkelser på 50WS2, 50WS3, 100WS2 og 100WS3 ved at 
homogalakturonan-deler av disse polysakkaridkjedene ble degradert ved bruk av 
enzymet polygalakturonase. 
 
6.5.1 Karbohydratprofil  
Enzymatisk degraderte fraksjoner ble analysert ved HPAE-PAD for å få en generell 
karbohydratprofil av innholdet. Kromatogrammet er vist i figur 6.12. 
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Figur 6.12: Karbohydratprofil til enzymdegraderte fraksjoner fra HPAE-PAD. Fra 
øverst til nederst: 100WS3, 50WS3, 100WS2 og 50WS2.  
*Denne toppen er bare noe som fremkommer ved denne metoden, og representerer 
ikke noen karbohydrat. 
 
Alle fire fraksjonene har en topp fra galakturonsyre-enheter, som er avspaltet fra 
homogalakturonan med polygalakturonase. De andre toppene antas å være 
disakkarider bestående av galakturonsyre og et annet monosakkarid, og stammer fra 
galakturonsyre-enheter som var substituert. Toppene til 100WS2 og 100WS3 er 
mindre enn toppene til 50WS2 og 50WS3, dette samsvarer med resultatene fra 
* 
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metanolyse og metylering, som antydet at 100WS2 og 100WS3 hadde et mindre 
område med homogalakturonan, og det dermed var mindre 1,4-GalA å spalte av. 
Høymolekylære polysakkarider ble trolig retardert så mye av kolonnen at det ikke 
kom ut i løpet av analysen. 
 
6.5.2 Separasjon ved gelfiltrering (Bio-Gel P-30) 
Enzymdegraderte fraksjoner ble separert etter molekylstørrelse på 
gelfiltreringskolonnen Bio-Gel P-30 for å isolere de gjenstående høymolekylære 
polysakkaridkjedene fra lavmolekylære galakturonsyreforbindelser som ble spaltet 
av. Karbohydratelueringsprofiler ble satt opp ved hjelp av fenol-svovelsyretesten, og 
fraksjoner ble slått sammen på bakgrunn av profilene. 50WS2 ble separert til 
fraksjonene 50WS2BG1 og 50WS2BG2, 50WS3 til 50WS3BG1 og 50WS3BG2, 
100WS2 til 100WS2BG1 og 100WS2BG2. Det ble bare samlet en fraksjon, kalt 
100WS3BG1, fra enzymdegradert 100WS3. 
 
 
Figur 6.13: Karbohydratelueringsprofil til enzymdegradert 100WS2 på Bio-Gel P-30. 
(Eluatet som gav utslag til de første toppene ble også frysetørket, men det ble ikke 
funnet noe stoff her.) 
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6.5.3 Monosakkaridinnhold 
Alle enzymdegraderte fraksjoner separert på gelfiltreringskolonne ble analysert med 
hensyn på monosakkaridinnholdet ved hjelp av metanolyse med påfølgende TMS-
derivatisering og GC-analyse. Monosakkaridsammensetningen er vist i tabell 6.7. 
 
Tabell 6.7: Monosakkaridsammensetning av fraksjoner etter enzymdegradering. 
Verdiene er oppgitt som prosent av totalt karbohydratinnhold. 
 50WS2BG1 50WS2BG2 50WS3BG1 50WS3BG2 100WS2BG1 100WS2BG2 100WS3BG1 
Ara 10,2 3,6 4,7 2,0 14,3 10,4 7,2 
Rha 27,1 6,2 31,1 8,6 22,7 14,7 30,0 
Fuc 1,2 0,0 1,1 1,0 0,6 2,6 0,9 
Xyl 1,7 1,9 0,8 1,0 1,3 7,0 1,3 
Man 1,5 0,0 0,6 0,0 1,4 0,8 1,7 
Gal 18,8 5,0 10,6 4,0 22,5 11,4 14,3 
Glc 1,9 0,0 2,2 0,0 1,6 2,1 3,5 
GlcA 0,0 0,0 1,6 0,0 5,2 8,3 4,2 
GalA 37,6 83,3 47,3 83,3 28,5 41,5 36,9 
4-O- 
Me- 
GlcA 
0,0 0,0 0,0 0,0 1,9 1,2 0,0 
 
50WS2BG1, 50WS3BG1, 100WS2BG1 og 100WS3BG1 har alle høye andeler av 
rhamnose og galakturonsyre, og inneholder sannsynligvis de forgrenede områdene 
isolert fra de opprinnelige pektinene. Andelen galakturonsyre er noe høyere enn 
andelen rhamnose trolig på grunn av at polygalakturonase ikke kan komme helt inntil 
RG-I-området, slik at det vil sitte igjen rester av homogalakturonan på hver ende av 
RG-I-sekvensen. Andelen av de andre sukkertypene har for det meste økt i forhold til 
fraksjonene før enzymdegradering, dette skyldes trolig en oppkonsentrering når 
homogalakturonan-områder er fjernet. 
 
50WS2BG2 og 50WS3BG2 består hovedsakelig av galakturonsyre (83,3% for begge 
fraksjoner), som antakelig er galakturonsyre-enhetene avspaltet de opprinnelige 
pektinene. Små mengder av andre typer monosakkarider indikerer at enkelte 
galakturonsyre-enheter i det opprinnelige homogalakturonan var substituert. I forhold 
til 50WS2BG2 og 50WS3BG2 har 100WS2BG2 relativt lavt innhold av 
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galakturonsyre, og tilsvarende høyere innhold av andre sukkertyper. Det er usikkert 
om 100WS2BG2 inneholder mindre RG-I-områder, og grunnet lite tilgjengelig 
stoffmengde ble dette ikke oppklart. 
 
Det ble ikke gjort flere undersøkelser på 50WS2BG2 og 50WS3BG2 grunnet lite 
stoffmengde, dessuten antas disse fraksjonene å være lavmolekylære 
avspaltningsprodukter og er dermed uinteressante. 
 
6.5.4 Bindingsforhold 
Bindingforhold i 50WS2BG1, 50WS3BG1, 100WS2BG1 og 100WS3BG1 ble 
undersøkt ved GC-MS etter karboksylsyrereduksjon, metylering, hydrolyse, 
reduksjon og acetylering. Resultatet er vist i tabell 6.8, bindingsforhold til 
fraksjonene før enzymatisk degradering er tatt med for lettere sammenligning. 
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Tabell 6.8: Bindingsforhold for fraksjoner før og etter enzymdegradering. Verdiene er 
oppgitt som prosent av totalt karbohydratinnhold. 
  50WS2 50WS2BG1 50WS3 50WS3BG1 100WS2 100WS2BG1 100WS3 100WS3BG1 
Ara Tf 1,1 9,1 2,2 4,7 9,8 10,7 5,1 7,0 
 1,2      0,2  0,1 
 1,3  0,3    0,2  0,1 
 1,5 3,9 0,8  Spor 3,2 3,3 Spor Spor 
Rha T 3,3 0,3 0,2 0,2 1,8 0,7 0,5 0,2 
 1,2 2,2 16,0 12,7 29,1 5,7 5,6 18,2 22,7 
 1,3 0,4 0,2 Spor 0,1  Spor  0,1 
 1,2,3   0,1      
 1,2,4 7,1 10,6 1,4 1,8 13,2 16,4 3,3 7,0 
Fuc T 0,5 1,2 0,5 1,1 0,7 0,6  0,9 
Xyl T 1,0 1,1 0,2 0,3 3,6 1,2 1,4 0,7 
 1,4  0,6 0,3 0,5  0,1  0,6 
Glc T 1,8 0,8 1,9 0,5 Spor  0,4 0,2 
 1,4  1,1  1,7 1,7 1,6 2,7 3,3 
Gal T 5,0 17,4 4,8 9,2 13,6 12,5 9,4 10,0 
 1,3 0,1 0,8 0,4 1,3 1,2 0,7  1,0 
 1,4 3,7  Spor Spor  7,6  2,9 
 1,6 0,2 0,5 0,1 0,1 2,9 1,5  0,4 
 1,3,6 0,1 0,1   0,4 0,2  Spor 
GlcA T Spor   1,6 5,6 5,2  4,2 
 4-O-Me     1,9 1,9   
GalA T 1,4 Spor 0,5 2,6    1,6 
 1,4 64,7 37,2 74,2 44,3 32,6 28,3 51,5 34,8 
 1,2,4  0,1 0,2 0,2  0,1  0,2 
 1,3,4 0,2 0,3 0,3 0,2 0,9 0,2  0,4 
 
Alle fraksjoner som ble enzymdegradert har redusert andel 1,4-GalA i forhold til 
fraksjonene før enzymdegradering, det viser at polygalakturonase har virket i alle 
prøvene det ble tilsatt. Reduksjon i andel 1,4-GalA er minst hos 100WS2BG1, og 
samsvarer med tidligere resultater fra metanolyse (tabell 6.4) og metylering (tabell 
6.6) at 100WS2 består mest av forgrenede områder og har relativt lite 
homogalakturonan-sekvenser.  
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50WS3BG1 har mindre av terminale monosakkarider i forhold til de andre 
enzymdegraderte fraksjonene, det tyder på at denne polymeren er minst forgrenet 
sammenlignet med de andre. Dette samsvarer med lite 1,2,4-Rha i forhold til 1,2-Rha 
(henholdsvis 1,8% og 29,1%). 
 
50WS2 har noe 1,4-Gal, og det var tenkt at det muligens kunne stamme fra AG-I, 
men i 50WS2BG2 ble ikke denne bindingstypen funnet. Derimot ble det detektert 
1,4-Gal i 100WS2BG1 og 100WS3BG1, men som i 50WS2 ble det ikke funnet 1,3,4-
Gal, som er det typiske forgreningspunktet i AG-I-strukturer.  
 
1,3-Gal, 1,6-Gal, 1,3,6-Gal, 1,3-Ara og T-Ara er typiske bindinger for AG-II, og 
disse bindingene er funnet i 50WS2BG1, 100WS2BG1 og 100WS3BG1. Det var 
uoverensstemmelse mellom resultatene fra Yariv-test (figur 6.10 og figur 6.11) og 
metylering (tabell 6.6) om det finnes AG-II i 50WS2 og 100WS3, men dette 
resultatet virker bekreftende på at AG-II er tilstede i begge fraksjonene. 
 
100WS2BG1 inneholder mindre T-xyl enn 100WS2 (henholdsvis 1,2% og 3,6%), det 
indikerer at xylogalakturonaner er tilstede i 100WS2. Det ble også reduksjon i T-xyl 
fra 100WS3 til 100WS3BG1, men her er forskjellen relativt liten og det er vanskelig 
å si om den er reell. 
 
Spormengder av 1,2,4-GalA, 1,3,4-GalA, T-Rha og 1,3-Rha er funnet i alle 
enzymdegraderte fraksjoner, og tyder på at polysakkaridene inneholder RG-II. 
 
6.5.5 Komplementfikseringstest  
Komplementfikseringstesten ble utført for 50WS2BG1, 50WS3BG1, 100WS2BG1, 
100WS2BG2 og 100WS3BG1. Ved å sammenligne testresultatene før og etter 
enzymdegraderingen, kan man få mer kjennskap til hvordan bestemte 
strukturelementer, i dette tilfellet homogalakturonan, påvirker polysakkaridets 
komplementfikserende aktivitet. Siden testen bare ble gjort en gang, er det relativt 
høy usikkerhet rundt resultatene. 
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Figur 6.14: Komplementfikserende aktivitet av enzymdegraderte fraksjoner. 
 
Tabell 6.9: ICH50-verdi i µg/ml og i forhold til PMIIs ICH50-verdi 
Ekstrakter ICH50 (µg/ml) I forhold til PMIIs ICH50-verdi 
50WS2BG1 247 4,84 
50WS3BG1 80 1,57 
100WS2BG1 177 3,47 
100WS2BG2 370 7,25 
100WS3BG1 266 5,22 
PMII 51 1,00 
 
Alle fraksjonene har etter enzymdegradering fått dårligere komplementfikserende 
aktivitet enn før, det tyder på at homogalakturonan-området bør være tilstede for 
optimal aktivitet. Dette er noe uvanlig, for studier gjort på andre pektintype 
polysakkarider pleier å vise at forgrenede områder isolert ved enzymdegradering har 
mer potente komplementfikserende aktivitet enn de native pektinene (Yamada & 
Kiyohara 2007). 
 
-40
-30
-20
-10
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
0,1 1 10 100 1000
%
 h
e
m
m
in
g
 
Konsentrasjon (µg/ml)
50WS2BG1
50WS3BG1
100WS2BG1
100WS3BG1
100WS2BG2
PMII
 98 
6.6 Molekylvektsdistribusjon 
Molekylvektsdistribusjonen til 50WS2, 50WS2BG1, 50WS3, 50WS3BG1, 100WS1, 
100WS2, 100WS2BG1, 100WS3 og 100WS3BG1 ble undersøkt ved hjelp av 
gelfiltreringskolonnen Superose 6 koblet til FPLC-system. Elueringsprofil av 
dekstranstandarder kjørt tidligere på samme kolonne og under samme betingelser ble 
brukt til å lage en standardkurve, som er vist i figur 6.15. 
 
 
Figur 6.15: Standardkurve basert på dekstraner med kjent molekylvekt. 
Elueringsvolum ved toppmaksimum ble plottet mot logaritmen av molekylvekten for 
hver av standardene. 
  
Elueringsprofil for polysakkaridene ble laget på bakgrunn av fenol-svovelsyretesten, 
og avlest elueringsvolum (startpunkt, toppunkt og sluttpunkt) ble satt i 
regresjonslikningen fra standardkurven for beregning av molekylvekt, resultatene er 
vist i figur 6.16 og tabell 6.10. 
 
y = -0,2165x + 7,9731
R² = 0,963
0,0
1,0
2,0
3,0
4,0
5,0
6,0
7,0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
lo
g
 M
W
Elueringsvolum (ml)
Standardkurve
Målte verdier
Lineær regresjon
 99 
 
Elueringsvolum (ml) Elueringsvolum (ml) 
A
b
so
rb
an
s 
(4
9
0
n
m
) 
A
b
so
rb
an
s 
(4
9
0
n
m
) 
A
b
so
rb
an
s 
(4
9
0
n
m
) 
A
b
so
rb
an
s 
(4
9
0
n
m
) 
A
b
so
rb
an
s 
(4
9
0
n
m
) 
Figur 6.16: Elueringsprofil for fraksjonene, basert på fenol-svovelsyretest. 
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Tabell 6.10: Molekylvekt for de ulike fraksjonene. 
   Hovedtopper MW 
Fraksjon min MW max MW Topp 1 Topp 2 Topp 3 Topp 4 
50WS2 53 000 > 2 000 000 > 2 000 000 825 000 237 000  
50WS2BG1 15 000 > 2 000 000 Polydispers 
50WS3 41 000 > 2 000 000 > 2 000 000 643 000 304 000 112 000 
50WS3BG1 25 000 > 2 000 000 390 000 88 000   
100WS1 12 000 390 000 41 000    
100WS2 15 000 > 2 000 000 Polydispers 
100WS2BG1 53 000 > 2 000 000 643 000 304 000   
100WS3 32 000 > 2 000 000 Polydispers 
100WS3BG1 68 000 > 2 000 000 1 742 000 390 000   
 
Den mest høymolekylære standarden var på 2000 kDa, hvor toppmaksimumet kom 
ved 8 ml. Molekyler som kom ut før dette elueringsvolumet ble derfor bare satt til 
større enn 2000 kDa. 
 
100WS1 har et toppunkt med molekylstørrelse 41 kDa, og hovedandelen 
karbohydrater ser ut til å være distribuert rundt denne toppen. De andre fraksjonene 
med pektinpolysakkarider er veldig polydisperse, med stor spredning i molekylvekt. 
Ut fra elueringsprofilene er det en forskyvning mot lavere molekylvekter for 
fraksjoner etter enzymdegradering, noe som er forventet.  
 
6.7 Muligheter for videre studier 
Resultatene fra denne oppgaven tyder på at vannekstrakter fra Sutherlandia 
frutescens inneholder biologisk aktive polysakkarider. En del arbeid på disse 
bioaktive polysakkaridene forble ugjort på grunn av tidsbegrensning, for videre 
studier ville følgende punkter derfor være aktuelt: 
 Fraksjonene 50WN og 100WN endret seg over tid, muligens kan det skyldes 
at andre typer substanser enn polysakkarider var tilstede, dette kan undersøkes. 
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 Det var mistanke om at 100WS1 ble forurenset med polysakkarider fra 
100WS2. Opparbeidelse av en mer opprenset fraksjon med etterfølgende 
strukturanalyser vil gi en sikrere karakterisering av 100WS1.  
 Resultatene fra komplementfikseringstesten for enzymdegraderte fraksjoner 
bør bekreftes med flere forsøk. Bioaktiviteten av disse fraksjonene kan testes i 
andre testsystemer.  
 Et annet enzym kan benyttes til å fjerne andre deler av de pektinske 
polysakkaridene. 
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7. Konklusjon 
Polysakkarider fra bladene til Sutherlandia frutescens ble isolert og undersøkt med 
hensyn på struktur og aktivitet i biologiske testsystemer.  
Isolering 
Utgangsmaterialet ble ekstrahert med 50% etanol, 50°C vann og 100°C vann. 
Råekstraktene ble applisert på ionebytterkolonnen DEAE Sepharose® Fast Flow for å 
separere polysakkaridene etter surhetsgrad, dette resulterte i ytterligere 12 fraksjoner; 
en nøytral og tre sure fraksjoner for hvert av råekstraktene. Fraksjonene 50WS2, 
50WS3, 100WS2 og 100WS3 ble enzymatisk degradert med polygalakturonase og 
deretter separert etter molekylstørrelse ved gelfiltrering på Bio-Gel P-30. Hver av 
disse fraksjonene gav opphav til to ny fraksjoner, bortsett fra 100WS3 som gav en ny 
fraksjon.  
Struktur og biologisk aktivitet 
50EN og 50ES1 består av mye Ara og Gal, noe som tyder på arabinogalaktaner. 
GalA, Rha, Ara og Gal er de dominerende sukkertypene i 50ES2 og 50ES3, disse 
sukrene er typiske i pektinske polysakkarider. Arabinogalaktan II er påvist i de sure 
fraksjonene ved Yariv-test. Ingen av etanolekstraktene, verken råekstraktet eller de 
opprensede fraksjonene etter ionebytter, viste særlig aktivitet i 
komplementfikseringstesten og ble derfor ikke testet i flere biologiske systemer. 
 
50WN og 100WN har et høyt innhold av 1,4-Glc og Man. Man-enheter ble funnet å 
være 1,4-bundet i 100WN. Disse polysakkaridene er trolig glukomannaner. Det er i 
tillegg mye T-Araf tilstede. Når det gjelder biologisk aktivitet, var de mest effektive 
av alle fraksjoner i å indusere B-celleproliferasjon, og noe aktivitet ble vist i testene 
for komplementfiksering og modning av dendritiske celler. De hadde derimot dårlig 
evne til å stimulere makrofager, bare ved den høyeste konsentrasjonen testet viste 
50WN aktivitet, og denne aktiviteten var lavere enn hos råekstraktene og de sure 
vannfraksjonene. 
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100WS1 er sannsynligvis et xylan der hovedkjeden består av 1,4-Xyl, med noe 
forgreninger ved C-2. Fraksjonen viste god respons i komplementfikseringstesten, 
makrofagaktivering og modning av dendritiske celler, mens evnen til å indusere B-
celleproliferasjon var relativt lav i forhold til andre fraksjoner. 
 
50WS2, 50WS3, 100WS2 og 100WS3 ser ut til å være pektinpolysakkarider, og 
inneholder homogalakturonan, RG-I, RG-II og arabinogalaktaner i varierende grad. 
Yariv-testen påviste tilstedeværelse av AG-II i 100WS-fraksjonene, og ut fra 
metyleringsresultatene finnes trolig dette strukturelementet også i 50WS2. Disse 
fraksjonene viste aktivitet i alle fire biologiske testsystemer benyttet i denne 
oppgaven; komplementfikseringstest, makrofagaktivering, B-celleproliferasjon og 
modning av dendritiske celler. Behandling med polygalakturonase gav opphav til nye 
fraksjoner der innhold av 1,4-GalA er betydelig redusert, og indikerer at enzymet har 
degradert områdene av homogalakturonan som det skulle. Enzymdegraderte 
fraksjoner som består av forgrenede områder ble testet for komplementfikserende 
evne, resultatet viste nedsatt aktivitet i forhold til de opprinnelige polysakkaridene. 
 
50WS2-3, 100WS1-3, 50WS2BG1, 50WS3BG1, 100WS2BG1 og 100WS3BG1 ble 
undersøkt med hensyn på molekylvektsdistribusjon. Fraksjonene var polydisperse 
blandinger og molekylvektene spredte seg fra 12 kDa til over 2000 kDa. 
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8. Reagensliste 
1-metylimidazol       Fluka 
Agarose         Bio-Rad Laboratories 
Amboceptor 9020        Virion 
Ammoniakkløsning (NH3(aq)), 25%    Prolabo 
Arabisk gummi (Acacia gum), 1 mg/ml 
β-glukosyl Yariv [1,3,5-tris (4-β-     Sigma® 
D-glucopyranosyloxyphenylazo)- 
2,4,6-trihydroxy-benzene], 2 mg/ml 
Bovine Serum Albumin (BSA), 30 %     Folkehelseinstituttet 
Carbodiimide        Aldrich
®
 
Dextran standard 80 000      Fluka BioChemica 
Diklormetan (DCM)      Fluka 
Dimetylsulfoksid (DMSO)      Merck 
Eddiksyre         Merck 
Eddiksyreanhydrid        Merck 
Endo-polygalacturonanase, 5000U/ml    Megazyme 
Erytrocytter fra sau: Hvit 147, tappet 25.09.08   Folkehelseinstituttet 
    Hvit 147, tappet 30.10.08 
     Hvit 147, tappet 30.03.04 
Etanol, 96% 
Fenol         Merck 
Heksametyldisilazan (HMDS)      Aldrich
® 
Imidazol        Sigma
®
 
Kloroform        Prolabo 
Komplement, ECG 14.02.08     Folkehelseinstituttet 
Mannitol         Sigma
®
 
MES (2-[N-morfolino]etansulfonsyre)    Sigma
®
 
Metanol         Chemi-Teknik AS 
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Metanol, Chromasolv
®
 (vannfri)     Sigma-Aldrich
®
 
Metyljodid (CH3I)       Fluka 
Natriumacetat        Prolabo 
Natriumazid (NaN3)      Merck 
Natriumborodeuterid (NaBD4)      Isotec
TM
 
Natriumhydroksid (NaOH)     Prolabo 
Natriumklorid (NaCl)      Prolabo 
Natriumthiosulfat       Merck 
Oktanol        Merck 
Phosphate Buffered Saline (PBS)     Folkehelseinstituttet 
Plantago major L., fraksjon II (PMII) 
Pyridin         Merck 
Saltsyre (HCl)       Merck 
Svovelsyre (H2SO4)       Merck 
Sølvnitrat (AgNO3)       Merck 
Toluen         Prolabo 
Trifluoreddiksyre (TFA)      Merck 
Trimetylklorsilan (TCMS)      Fluka 
TRIZMA (Tris[hydroksymetyl]aminometan)   Sigma
®
 
Veronal buffer for CFT, pH 7.2      Folkehelseinstituttet 
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